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SANTANA, V. F. Estudo da atividade antioxidante do hibisco (Hibiscus sabdariffa L.) e
da pitaia (Hillocereus costaricensis) através de voltametria de pulso diferencial e
espectrofotometria. 2022. 58. Trabalho de Conclusdo de Curso de Engenharia Quimica do
Centro de Ciéncias Exatas e Tecnologia da Universidade Federal do Maranh&o, Séo Luis, 2022.

RESUMO

Os flavonoides sdo a maior subclasse dentre os 10 mil compostos fendlicos (CFs) ja
catalogados. Eles sdo encontrados em plantas na forma de metabolitos secundarios,
especialmente em flores e frutos vermelhos. Os CFs atuam como antioxidantes, dada a sua
capacidade de doar elétrons e protons e de interromper cadeias oxidativas causadoras de
inflamacgGes, envelhecimento precoce e doencas crénicas ndo transmissiveis. Este aspecto
revela a importancia do estudo e desperta grande interesse por parte das industrias farmacéutica,
cosmeética, alimenticia e por profissionais de ciéncias dos alimentos. Diante da relevancia e do
amplo interesse nos beneficios associados aos compostos fendlicos, o presente estudo teve por
objetivo investigar a capacidade antioxidante total (CaT) dos frutos hibisco (Hibiscus
Sabdariffa L.) e pitaia (Hylocereus costaricensis), empregando (+) — catequina (10 pM) como
padrdo eletroquimico. Para medir a capacidade antioxidante dos frutos, empregou-se a técnica
eletroquimica Voltametria de Pulso Diferencial VPD, que fornece o indice eletroquimico IE;
usou-se também o método do radical livre 2,2 — difenil — 1 — picrilhidrazila (DPPH®), por
espectrofotometria UV-vis que fornece o eficiente de concentracdo ECsg. Os valores de IE e
ECso sdo inversamente proporcionais e, Uteis para analise da capacidade antioxidante total em
matrizes complexas. A investigacao pelas duas técnicas permitiu concluir que a CaT do hibisco
(IE nib= 18,35 £ 0,11 pA/V e ECso, nib = 28,24 = 2,07 mg/mL) foi superior em relacdo a da
pitaia (IE pit = 1,36 + 0,06 HA/V e ECso, pit = 29,69 £ 0,71 mg/mL), uma vez que o IE do hibisco
foi maior e seu ECso, menor. A comparacao dos dois frutos em relagdo ao padréo catequina (IE
cat. = 33,97 HA/V e ECso, ca. = 2,73 X 10 mg/mL) destacou o hibisco como detentor de
excelente CaT, enquanto indicou um baixo valor de CaT para a pitaia. Apesar do menor valor
de CaT da pitaia, o fruto exibiu correlagdo com a maioria dos flavondides comparados,
indicando grande variedade de CFs. A presenca da catequina e de outros flavondides foi
confirmada nos dois frutos, com base na literatura. Portanto, a determinacéo do IE e do ECso
atraves das técnicas VPD e DPPHe foi feita com sucesso, sendo uma alternativa precisa e de
baixo custo para avaliar a CaT de frutos em andlise de rotina para aplicagdo industrial e/ou

comercial.

Palavras-chave: Hibisco. Pitaia. Capacidade antioxidante total. Voltametria de pulso
diferencial. DPPHe.
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SANTANA, V. F. Study of the antioxidant activity of hibiscus (Hibiscus sabdariffa L.) and
pitaya (Hillocereus costaricensis) using differential pulse voltammetry and
spectrophotometry. 2022. 58. Graduate Work (Graduate in Chemical Engineering) — Curso de
Engenharia Quimica do Centro de Ciéncias Exatas e Tecnologia da Universidade Federal do
Maranhdo, S&o Luis, 2022.

ABSTRACT

Flavonoids are the largest subclass among the 10,000 phenolic compounds (CFs) previously
cataloged. They are found in plants in the form of secondary metabolites, especially in flowers
and red fruit. CFs act as antioxidants, due to their ability to donate electrons and protons and to
interrupt oxidative chains that may cause inflammation, premature aging and non-
communicable chronic diseases. This aspect reveals the importance of this study and arouses
great attention of the pharmaceutical, cosmetic and food companies as well as food science
professionals. Given the relevance and wide interest in the benefits associated with phenolic
compounds, the present study aimed at the investigation of the total antioxidant capacity (TaC)
of hibiscus (Hibiscus Sabdariffa L.) and pitaya (Hylocereus costaricensis) fruits, using (+) —
catechin (10 uM) as an electrochemical standard. To measure the antioxidant capacity of the
fruits we used Differential Pulse Voltammetry DPV an electrochemical technique which
provides the electrochemical index El; the free radical method 2,2 — diphenyl — 1 —
picrylhydrazyl (DPPHe) was also used, by UV-vis spectrophotometry, which provides the
concentration efficient ECso. The El and ECsp values are inversely proportional and useful for
analyzing the total antioxidant capacity in complex matrices. The investigation using both
techniques led to the conclusion that the TaC of hibiscus (El ip = 18.35 £ 0.11 pA/V and ECsy,
Hib = 28.24 = 2.07 mg/mL) was higher than that of pitaya (El pit = 1.36 £ 0.06 pA/V and ECso,
pit = 29.69 £ 0.71 mg/mL), since the hibiscus EI was higher and its ECso was lower. The
comparison of the two fruits in relation to the catechin standard (El ca. = 33.97 pA/V and ECsy,
cat. = 2.73 x 10-3 mg/mL) highlighted hibiscus as having excellent TaC, while indicating a low
TaC value for pitaya. Despite the lower TaC value of pitaya, the fruit exhibited a correlation
with most of the flavonoids compared, indicating a wide variety of CFs. The presence of
catechin and other flavonoids was confirmed in both fruits, according to the literature.
Therefore, the determination of El and ECsg using DPV and DPPHe techniques was successful,
being an accurate and low-cost alternative to evaluate the TaC of fruits in routine analysis for

industrial and/or commercial applications.

Keywords: Hibiscus. Pitaya. Total antioxidant capacity. Differential pulse voltammetry.
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1 INTRODUCAO

Uma molécula de antioxidante inibe a oxidacdo de outras moléculas. Os antioxidantes,
mesmo presentes em baixa concentracdo, retardam significativamente a oxidacdo de um
substrato, de acordo com Sies (1993). A principal classes de antioxidantes naturais € a dos
compostos fendlicos (CFs) ou polifendis, metabolitos secundarios onipresentes em frutos e
vegetais. A presenca dos CFs confere protecdo contra patdgenos e, carateristicas organolépticas
as plantas, aléem de beneficiar a sadde pelo comprovado combate aos efeitos do estresse
oxidativo (EO) (CHIORCEA-PAQUIM et al, 2020; GULCIN, 2020; ALARA,
ABDURAHMAN e UKAEGBU, 2021).

As muitas aplicacdes dos polifendis em alimentos, cosméticos, plasticos, combustivel
e outras coisas movimentam o mercado mundial, sendo estimada a marca de 1,83 bilhGes para
0 ano de 2023, segundo Chiorcea-Paquim et al., (2020). Nos ultimos 20 anos, houve
crescimento exponencial no estudo de polifendis. O principal interesse de cientistas e
fabricantes reside na potente acéo antioxidante dos CFs e em sua acdo bioativa contra problemas
degenerativos, cardiovasculares e comprovada acdo in vitro e in vivo contra outras doencas
como cancer (TYSKIEWICZ et al. 2018; ALARA, ABDURAHMAN e UKAEGBU, 2021).

Assim, uma dieta rica em frutos e vegetais ajuda a reduzir o risco das principais
doencas humanas devido a presenca de CFs. Os flavondides sdo a maior subclasse de CFs e, 0s
principais responsaveis pela acdo bioativa daqueles alimentos. Os flavonoides por sua vez
contém o grupo das antocianinas, pigmentos responsaveis pela cor vermelha de frutos e flores,
embora também confiram varia¢6es do azul ao amarelo. Esses pigmentos sdo importantes para
a relacdo planta-polinizador e atuam como reguladores de indices glicémico, lipidico e outros
em ratos e humanos (IWASHINA, 2015; GULCIN, 2020; MUTHA, TATIYA e SURANA,
2021).

Avaliar o contetdo fendlico de frutos e vegetais é util ndo somente pelos potenciais
efeitos benéficos, mas também, para controlar a qualidade de alimentos in natura ou
processados; uma vez que o alimento ndo é imediatamente consumido apds a colheita ou
producéo, mas requer tempo de armazenamento e transporte. Os fornecedores, entdo, precisam
garantir ao consumidor uma entrega segura e com qualidade adequada, por isso ha uma
constante busca por aumentar a qualidade e o tempo de prateleira dos produtos. O estudo da
capacidade antioxidante in vitro € uma importante ferramenta para controle de qualidade em
analises de rotina (GRANATO et al., 2018; LOURENCO, MOLDAO-MARTINS e ALVES,
2019).
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Atualmente métodos cromatograficos associados a diferentes sistemas de deteccdo tém
sido usados para monitorar o conteudo fendlico total em amostras vegetais. Apesar de sua
exceléncia, demandam reagentes caros e potencialmente toxicos, além de tratamento prévio da
amostra. Desta forma, técnicas eletroguimicas voltamétricas sdo uma alternativa estratégica
para estudar o conteudo fendlico total em andlises de rotina, devido a sua rapidez,
reprodutibilidade e baixo custo. Além disso, varios estudos utilizam, em conjunto com a
eletroquimica, métodos espectrofotométricos como o ensaio de DPPHe, por ser um radical livre
de baixo custo e estavel (HOYOS-ARBELAEZ, VAZQUEZ e CONTRERAS-CALDERON,
2017; SULIASIH, TAWWABIN e BUDI, 2021; HACKE et al. 2022).

Diante disso, 0 presente estudo buscou investigar a capacidade antioxidante total (CaT)
de dois frutos vermelhos o hibisco (Hibiscus Sabdariffa L.) e a pitaia (Hylocereus costaricensis)
pelo indice eletroquimico (IE), usando a técnica eletroquimica voltametria de pulso diferencial
(VPD) e pelo eficiente de concentracdo (ECso), usando Espectroscopia UV-Vis pelo método do
radical livre DPPH- proposta por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995).

1.2 JUSTIFICATIVA

Os vegetais e frutos sdo ricos em antioxidantes naturais. Dentre os quais, 0s CFs séo
os mais diversificados e onipresentes no reino vegetal. Os flavondides sdo majoritarios dentre
os CFs e importantes ndo somente pela acdo no metabolismo das plantas, como também pela
diversidade em acdo bioativa no organismo. Polifendis presentes em alimentos, quando
ingeridos, protegem as células contra o EO e reduzem o risco de danos crbnicos do EO,
associado a diferentes doencas degenerativas, como: cancer, osteoporose, problemas cardiacos
e neurais (IWASHINA, 2015; ROSA et al., 2018; MUTHA, TATIYA e SURANA, 2021).

Diante disso, 0 estudo dos CFs quadruplicou nos ultimos 20 anos, com vistas a
identificar novas substancias e, obter a capacidade antioxidante total em matrizes vegetais.
Dentre os frutos com pigmento vermelho, destacam-se a pitaia e o hibisco, ambos
mundialmente comercializados, consumidos e usados com fins medicinais; suas propriedades
bioativas est&o diretamente ligadas & presenca dos antioxidantes naturais (TYSKIEWICZ et al.
2018; MARQUEZ-RODRIGUEZ et al., 2020; ATTAR et al., 2022).

Apesar da exceléncia obtida por métodos cromatograficos acoplados a diferentes
sistemas de deteccdo, por exemplo: Cromatografia Gasosa e Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE) utilizando coluna de fase reversa, ambos acoplados com espectrofotometria

UV-Vis e deteccdo eletroquimica; eles requerem uso de reagentes poluentes, elevado custo e
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levado custo e tempo de analise e/ou pré-tratamento da amostra. Diante disso, a eletroquimica
através da voltametria de pulso diferencial representa uma alternativa estratégica na analise de
rotina em matrizes vegetais, pois permite performances rapidas, precisas e de baixo custo; além
da possibilidade de miniaturizacdo e portabilidade (HOYOS-ARBELAEZ, VAZQUEZ e
CONTRERAS-CALDERON, 2017; CHIORCEA-PAQUIM et al., 2020).

E comum o confronto entre VPD e ensaio de DPPH- porque ambos se baseiam no
principio de transferéncia de um unico elétron, segundo Hoyos-Arbelaez, Vazquez e Contreras-
Calderdn, (2017). A correlacédo pode ser feita através IE e ECsg, que séo valores inversamente
proporcionais. Por fim, investigar a CaT in vitro de frutos e vegetais € relevante, ndo somente
do ponto de vista medicinal, mas também, para uso (1) em tecnologia de alimentos, na defini¢cdo
do melhor tipo de corte (com base na area do vegetal exposta a0 meio), (2) na analise da
influéncia do processamento sobre a estabilidade dos CFs e (3) para a assegurar a qualidade
final de produtos alimenticios em analises de rotina (GOMES et al., 2015; GRANATO et al.,
2018).



2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

Estudar a capacidade antioxidante total (CaT) dos frutos pitaia (Hylocereus
costaricensis) e hibisco (Hibiscus sabdariffa L.) e do padréo analitico (+) — catequina, através
da técnica eletroquimica voltametria de pulso diferencial (VPD) e do método
espectrofotométrico do radical livre DPPH* baseado no ensaio de Brand-Williams, Cuvelier e
Berset (1995).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar o Indice Eletroquimico IE (MA/V) por meio da VPD e o Eficiente de

Concentracdo ECso (mg/mL) pelo ensaio de DPPHe.

e Empregar VPD usando eletrodo de carbono vitreo (ECV) para analisar a CaT das

amostras de hibisco, pitaia e catequina pelo célculo do IE (LA/V).

e Empregar 0 método do DPPH?* para analisar a CaT das amostras de hibisco, pitaia e (+)

— catequina pelo célculo do ECso (mg/mL).

e Comparar a CaT dos dois frutos com base nos valores de IE (WA/V) e ECso (mg/mL)

calculados.

e Analisar o perfil flavon6lico dos dois frutos pela comparacdo entre os voltamogramas
de pulso diferencial e o padrdo flavondlico da (+) — catequina nas mesmas condices.



3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 ESTRESSE OXIDATIVO

A homeostasia redox ou equilibrio de oxidag¢ao-redugéo, assim como o controle do pH
nos compartimentos celulares, € fundamental para a vida. Os processos redox permeiam desde
a regulacao bioenergética e metabolica até as funcgdes vitais do organismo. O conceito médico
e bioldgico chamado estresse oxidativo proveniente do desequilibrio redox, tem sido alvo de
ampla investigacdo nas Gltimas décadas, como aprofundam Sies, Berndt e Jones (2017).

Todavia, € necessario distinguir o estresse prejudicial do estresse positivo. Enguanto,
0 estresse oxidativo severo leva ao dano generalizado e a morte celular, o estresse em nivel
moderado ou positivo € fundamental na manutencao da salde porque estimula (1) sinalizacdo
celular (2) resposta celular a patologias e, (3) tolerancia a doengas associadas ao
envelhecimento como a isquemia e a doenca de Parkinson (YAN, 2014; DUBOIS-DERUY,
2020).

Conforme discutido por Barbosa et al. (2010), a mitocondria é a principal geradora de
radicais livres (RL). Nessa organela, o O2 sofre reducdo tetravalente, onde a reacdo é catalisada
pela enzima citocromo oxidase que, ao final da cadeia transportadora de elétrons, oxida quatro
moléculas de citocromo C, retirando um elétron de cada uma. A enzima controla a geracdo de
radicais livres, de modo que apenas 2 a 5% do oxigénio metabolizado nas mitocondrias séo
desviados a outra via metabdlica, dando origem aos radicais livre superoxido (O2), hidroxila
(OH") e perdxido de hidrogénio (H20).

O H202, porém, ndo é um radical livre por ndo possuir elétron desemparelhado na
ultima camada. Apesar disso, participa (via reacdo de Haber-Weiss) da formacdo de OH" — o
mais reativo dos radicais livres por modificar qualquer estrutura préoxima. Além disso, a lenta
reagdo do H.0; frente a certas biomoléculas (reacdo de segunda ordem 1 M1s™) lhe permite,
diferente do OH", atravessar membranas e difundir-se para meios mais reativos. Ademais, sua
toxicidade é aumentada em 10 mil vezes na presenca de ions ferro (BARBOSA et al., 2010;
SIES, BERNDT e JONES, 2017).

3.1.1 Estresse oxidativo e doenca

O estresse oxidativo (EO) tem relacdo dindmica de causa e efeito com doencas

crbnicas. Processo em que, as espécies oxidativas de oxigénio (ERO) e espécies reativas de
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nitrogénio (ERN) e RL acarretam EO pela proliferacdo de células de defesa, resposta
inflamatoria a citocinas, peroxidacdo lipidica, mutagénese, ligacdo cruzada de proteinas e
alteracdo epigenética. Esse desequilibrio redox gera dano celular pela modificacéo de lipidios,
proteinas, acidos nucleicos e de outras moléculas (NETO e NALESSO, 2021).

Tais efeitos prevalecem, causam danos e contribuem para a evolugdo de diversas
doencas, quando os niveis de antioxidantes ndo sdo suficientes para a adequada protecdo
tecidual. O EO foi observado em doencas metabdlicas, neurodegenerativas e também em
hipertensdo arterial sisttmica (HAS), obesidade (considerada uma condicdo inflamatoria
cronica), infecgdo viral por SARS-CoV-2, e muitas doencas auto imunes como doenca de Crohn
(infeccdo cronica da membrana intestinal), artrite reumatoide e até aterosclerose que s&o placas
de gorduras depositadas nas coronarias (VELLOSA et al., 2021).

3.1.2 Mecanismos de defesa enzimatico e ndo-enzimatico

Sabe-se que o organismo é dotado de um mecanismo de defesa antioxidante que atua
reduzindo a acdo redox deletéria. Sua acdo se da pela (1) prevencdo, impedido a formacéo, (2)
interceptacéo, inibindo a acéo e (3) reparo, restaurando estruturas danificadas pelos radicais
livres e espécies reativas ndo-radicalares. Subdivide-se ainda em sistema enzimatico que inclui
as enzimas Glutationa Peroxidase (GPx), Catalase (CAT) e Superdxido Dismutase (SOD) e,
em sistema ndo enzimatico que inclui antioxidantes exdgenos: tocoferdis, carotendides,
ascorbato, minerais e polifenois (BARBOSA et al., 2010; MOHAMMADI, 2019).

3.1.3 Estresse oxidativo e antioxidantes exdgenos

Nesse contexto, antioxidantes exdgenos naturais e sintéticos tém sido recomendados
para o alivio de sintomas por bloquear a evolucdo de doencas ligadas ao estresse oxidativo.
Todavia, autores como Ferreira e Matsubara (1997) e Sies, Berndt e Jones (2017) discutem que
no uso de medicamentos que contenham antioxidantes exdgenos, a dose, a via de administracéo
e a efetividade do antioxidante para cada doenca, devem ser criteriosamente avaliados.

Por outro lado, o consumo de plantas medicinais e de alimentos ricos em compostos
fendlicos (CF) representa uma alternativa natural de prevenir diversas doengas cronicas e de
melhorar a salde. 1sso porque esses antioxidantes naturais possuem uma variedade de agdes
bioquimicas como a de inibir a producéo de ERO, sequestrar radicais livres, quelatar metais e

eliminar danos ao DNA pelo fortalecimento do sistema antioxidante enddgeno e de seus
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mecanismos de defesa. H& que se enfatizar, porém, que o fato de serem naturais ndo os torna
seguros por padrio (ADWAS et al, 2019; GONZALEZ-BURGOS e GOMEZ-
SERRANILLOS, 2021).

Dentre as diversas atividades biologicas dos CFs, a sua capacidade antioxidante tem
sido alvo de maior estudo. Flavondides, flavanonas, flavonas, flavonois e isoflavonas sdo
exemplos de CFs encontrados em cereais, bebidas, frutos e vegetais. A literatura aponta que o
consumo de alimentos naturais ricos desses antioxidantes proporciona maior protecdo contra

agentes toxicos, doencas cronicas e relacionadas (ADWAS et al., 2019).

3.2 ANTIOXIDANTES

O primeiro estudo acerca do retardamento de oxidacbes data de 1797 com Claude
Berthollet, que 20 anos mais tarde teve seus estudos aprimorados por Humphy Davy. Em 1852,
Wrigh notou que indios americanos do Vale do Ohio usavam casca de omeiro para conservar
gordura de urso, levando 30 anos mais tarde a patente do produto. Por volta da primeira guerra
mundial, os pesquisadores Moureu e Dufraise testaram a atividade antioxidante de mais de 500
substancias, e na década de 30 o cientista hingaro Albert Szent Gyorgy foi laureado com um
Nobel por ter isolado o flavonoide Rutina a partir de laranjas (RAMALHO e JORGE, 2006; OS
ANTIOXIDANTES, 2009).

Basicamente, uma molécula de antioxidante inibe a oxidacdo de outras moléculas em
diversos substratos. Por isso, os antioxidantes se tornaram indispensaveis as indudstrias
farmacéuticas, cosméticas e alimenticias. A capacidade dos antioxidantes de sequestrar radicais
livres, aumenta o tempo de prateleira, por exemplo, por retardar a peroxidacdo lipidica, que €
uma das principais causas de deterioracdo em alimentos e produtos farmacéuticos, durante seu
processamento e armazenamento (GULCIN, 2020; ALBUQUERQUE et al., 2021).

Os CFs podem ser antioxidantes sintéticos ou naturais. Os conservantes sintéticos mais
popularmente usados sdo os compostos fendlicos: galato de propila (PG), butil-hidroxi-tolueno
(BHT), terc-butil-hidroquinona (TBHQ), galato de octilo (OG) e hidroxianisol butilado (BHA).
Os sintéticos sdo potencialmente tdxicos e seu uso é limitado e regulamentado por norma, o que
leva o consumidor e a industria a buscarem por opg¢des mais seguras. Os antioxidantes naturais
sd0 mais seguros, possuem acgdo antifungica, antimicrobiana, protecdo UV e acdo bioativa,
ligada ao retardamento de inflamacdes e doencas cronicas (GULCIN, 2020; ALBUQUERQUE
etal., 2021).



3.3 COMPOSTOS FENOLICOS

Os antioxidantes naturais podem ser classificados em trés principais classes:
vitaminas, carotendides e compostos fendlicos. Os CFs sdo a classe mais diversificada dentre
0s trés e mais estudada atualmente, devido as suas propriedades antimicrobianas, anti-
inflamatorias e modulacdo enziméatica em células. Varios estudos epidemioldgicos e clinicos
sugerem e comprovam a relacdo inversa entre alto consumo de compostos fenolicos e a
incidéncia de doencas crénicas ndo transmissiveis (PANCHE, DIWAN e CHANDRA, 2016;
LAURA et al, 2019; LOURENCO, MOLDAO-MARTINS e ALVES, 2019;
ALBUQUERQUE, 2021).

Os compostos fendlicos sdo naturalmente encontrados em microrganismos, fungos,
bebidas, cereais, frutos e até mesmo em tecido animal. Sua estrutura basica consiste de um anel
benzénico ligado a uma ou mais hidroxilas. Podem ser classificados como fendis simples ou
polifendis de acordo com o numero de fenol na molécula. Até 2021, a literatura reportou mais
de 10.000 desses compostos e, esse numero estd em constante expansdo, pois é grande a
variedade de CFs na natureza, indicando que outros fendélicos ainda aguardam ser identificados
(VUOLO, LIMA e JUNIOR, 2019; GULCIN, 2020; BERHANU, TADESSE e JORGE, 2022).

O numero de publicagbes sobre os CFs quadruplicou nas duas Gltimas décadas,
ultrapassando 10.000 publicagdes em 2021, como mostra a figura 1. Esses resultados foram
encontrados pelo portal da CAPES?, na base Web Science pela pesquisa dos termos “phenolic
compounds”. Em outra pesquisa, usando 0s mesmos termos, porém na base Science Direct, 0s
autores Tyskiewicz et al. (2018) encontraram um volume ainda maior, chegando a 20.000
publicacdes durante ano de 2017.

Figura 1 — Aumento do nimero de publicacdes com o0s termos “phenolic compounds” nos
ultimos 20 anos.
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3.2.1 Atuacao nas plantas

Os CFs séo onipresentes no reino vegetal e ocorrem como produtos do metabolismo
secundario nas plantas, onde proporcionam (1) pigmentagdo e adstringéncia, (2) protecdo contra
luz UV, parasitas e insetos e (3) funcionam como sinalizadores, atraindo polinizadores ou
animais para dispersdo de sementes. As praticas anteriores e seguintes a colheita: irrigacéo,
propriedades do solo, temperatura, fertilizantes, estado de maturagdo, manuseio e exposicao a
luz s&o exemplos de fatores que regulam a quantidade final de CFs nos frutos e vegetais (RENE
etal., 2010; ROSA et al.,2018; ALBUQUERQUE, 2021).

3.2.2 Beneficios de consumo

Nos organismos aerdbicos, espécies reativas de oxigénio e nitrogénio EROs/ERNS séo
subprodutos do metabolismo normal, mas podem causar dano oxidativo, mesmo em condicdes
normais. A producao e acumulo dessas espécies sdo proprios de doencas e agressdes externas
e causa também sério dano como disfuncdo e/ou morte celular. O sistema enzimatico do
organismo restaura a homeostasia redox, mediante a acdo de enzimas como catalase, glutationa
peroxidase e superdxido dismutase (SALEHI et al., 2018).

Por outro lado, o alto consumo de antioxidantes oriundos de frutos e vegetais também
tem sido fortemente associado a homeostasia redox e a baixa incidéncia de patologias cronicas.
Um estudo de Salehi et al. (2018) analisando os efeitos positivo ou negativo do consumo de
antioxidantes conclui que uma (1) dieta variada com gréos, frutos e legumes de diferentes cores,
(2) ndo fumar, reduzir o consumo alcodlico e (3) exercitar-se regularmente para evitar a
obesidade € a melhor forma de minimizar os danos crénicos do desequilibrio redox (SALEHI
et al. 2018).

Em estudos clinicos, Rabbani et al. (2021) verificaram que o consumo de trans
resveratrol e hesperetina (90-120 mg) reduziu a disglicemia, a inflamagéo vascular, a pressao
arterial e a dislipidemia em individuos saudaveis, com excesso de peso e obesos. Entretanto,
segundo Salehi et al., 2018, suplementos de antioxidantes devem ser usados apenas para corrigir
déficits, seu consumo ndo deve ser usual devido ao risco de efeitos adversos, por exemplo, ma

formagéo gestacional.
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3.2.3 Classificacao

Carotendides, vitaminas e compostos fenolicos sdo as principais classes de
antioxidantes naturais. Dentre as quais, 0s compostos fendlicos sdo os mais diversificados e
podem ser subdivididos em naturais: acidos fendlicos, flavonoides, taninos, estilbenos,
ligninas; e sintéticos, como mostra o0 esquema da figura 2. Dentre os CFs sintéticos estdo 0s
conservantes mais popularmente usados pela industria alimenticia: BHA, BHT, TBHQ, PG e
OG (LOURENCGCO, MOLDAO-MARTINS e ALVES, 2019; GULCIN, 2020).

Figura 2 — Classificacdo dos compostos fenolicos em sintéticos e naturais.

Naturais . Naturais
"""""""""""" - Compostos Fenélicos

v

Flavonéides
Acidos Fendlicos < ) N
Sintéticos i.  Flavonois
i.  Hidroxibenzoicos s Fiavona
ii. Hidroxicinimicos i. BHA 1. Favan9pas
ii. BHT iv. Flavanois
iii. TBHQ v. Isoflavonas
Estilbenos iv. PG vi. Antocianinas
v. OG vii. Neoflavonoides
g . e
. viii. Flavononois
i. Resveratrol .
ix. Chalconas
> .. Taninos
Ligninas
i. Hidrolisaveis .
ii. Condensados
g Cumarinas (Proantocianidinas)

Fonte: Compilado de Shahidi e Ambigaipalan (2015); Gulcin (2020) e Alara, Abdurahman e Ukaegbu (2021).

Os &cidos fendlicos sdo compostos derivados tais como, 0s hidroxibenzoicos (i) que
derivam do &cido benzoico e representam os acidos fendlicos mais simples encontrados na
natureza; e os hidroxicinamicos (ii) que derivam dos acidos cinamicos. As cumarinas, por sua
vez, sdo derivadas do acido cinamico por ciclizacdo da cadeia lateral do acido o-cumarico
(SOARES, 2002; ALARA, ABDURAHMAN e UKAEGBU (2021).

=-As Ligninas sdo polimeros complexos, rigidos e mecanicamente resistentes, a sua
hidrolise alcalina libera alta variedade de derivados dos acidos cinamico e benzéico (SOARES,
2002). Até o0 momento, podem ser encontradas em mais de 70 familias de plantas, sendo que
mais de 100 neoligninas e 200 ligninas classicas ja foram caracterizadas (GULCIN, 2020).
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Enquanto que, os Estilbenos ocorrem em pequena quantidade na dieta humana e
principalmente na forma de resveratrol, e tem sido consideravelmente investigado por sua agéo
anti-inflamatoria, anticarcinogénica e cardioprotetora. Os Taninos séo divididos em: (i) taninos
hidrolisaveis, que contém uma glicose central ligada a uma forma esterificada de acido galico
e (i) taninos condensados, chamados de proantocianidinas, pois quando aquecidos em solugéo
alcodlica acida, degradam-se formando antocianidinas (ALARA, ABDURAHMAN e
UKAEGBU, 2021.).

Por fim, os Flavondides que representam o mais vasto grupo de polifenolicos naturais,
onipresentes em frutos, vegetais e plantas medicinais. Sua estrutura basica consiste de um
nacleo flavan ou flavilium com 15 atémos de carbono (C6-C3-C6), sendo dois anéis
benzénicos A e B e um anel pirano C. Sédo classificados em: flavonas, flavanonas, flavonais,
flavanois, antocianinas e isoflavonas também em flavonondis, neoflavonoides e chalconas,
dependendo do carbono no anel C, onde o anel B é substituido (KARAK, 2019; ALARA,
ABDURAHMAN e UKAEGBU, 2021).

3.3 FLAVONOIDES

O termo flavondides (ou bioflavondides) é a designacdo de um grande numero de
metabdlitos secundarios da classe dos polifendis. Trata-se da classe mais diversificada dentre
0s compostos fendlicos, representando pelo menos dois tercos dos CFs. As mais de 9 mil formas
de flavonoides, catalogadas até o0 momento, sao onipresentes em frutos, flores, vegetais, mel e
em alimentos processados como vinho e chd (KARAK, 2019; ABOU BAKER, 2022).

A maioria dos pigmentos em plantas superiores sdo clorofilas, carotendides e
flavonoides. Desses, as duas Ultimas classes sdo as principais responsaveis pela pigmentacédo
em flores; além dos pigmentos como antocianinas, chalconas, auronas e flavondis. A cor
representa uma ligacdo entre a flor e o polinizador, pois este auxilia na perpetuacdo da espécie
vegetal. Os insetos — diferente dos humanos — podem perceber cores proximas do ultravioleta
(340 — 380 nm) e até invisivel. Laranja, vermelho, violeta ao azul e até preto séo as cores
principalmente de antocianinas em flores e frutos (IWASHINA, 2015).

Além da importancia dos flavonoides na pigmentacdo das plantas, destaca-se também
sua diversidade em acdo bioativa. Estudos mostram que polifenois presentes em alimentos e
bebidas induzem (quando consumidos) ao aumento na atividade antioxidante no plasma, pelo
acumulo de agentes redutores. Esses polifendis, ndo somente protegem as células e seus

componentes do estresse oxidativo, como também, reduzem o risco de danos crénicos do
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desequilibrio redox, associados a diferentes doencas degenerativas, como; cancer, osteoporose,
problemas cardiacos e neurais (MUTHA, TATIYA e SURANA, 2021).

YU et al. (2020) verificaram que o extrato aquoso da flor Inula britannica, rico em
compostos fendlicos, inibiu a adipogénese pela modulacdo da expansdo clonal mitdtica e das
rotas de quinase 1/2 e Akt nos pré-adipécitos 3T3-L1, mostrando-se efetivo no combate a
obesidade. Outro estudo mostrou que o extrato do célice de Hibiscus sabdariffa L. também
previne adipogénese nos adipdcitos 3T3-L1; bem como, resisténcia & insulina em ratos
induzidos a obesidade por dieta gordurosa (JANSON et al., 2021).

A estrutura de um flavondide consiste de um nucleo flavilium com 15 atomos de
carbono, organizados em 3 anéis (C6—C3-C6): dois aromaticos A e B ligados por uma ponte
de trés carbonos, geralmente na forma de anel heterociclico C (figura 3). Flavondides podem
ser divididos em diferentes subgrupos, dependendo do carbono no anel C em que o anel B esta
ligado e, do grau de insaturacéo e oxidacao do anel C. Dentro de uma mesma classe, € a posi¢do
das hidroxilas nos anéis A e B que diferencia os individuos (CONG-CONG, 2017; KARAK,
2019; GULCIN, 2020).

Figura 3 — Estrutura basica de um flavondide (no centro) e nove classes de flavonoides (ao
redor) com base no carbono do anel C, em que o anel B ocorre.

I. Flavondis

4

VI. Antocianinas V. Isoflavonas

Fonte: Compilado de Panche, Diwan e Chandra, (2016); Karak (2019) e Gulcin (2020).



13

Ainda sobre a figura 3, flavondides em que o anel B ocorre na posi¢do 3 do anel C sdo
chamados isoflavonas; aqueles em que o anel B ocorre na posi¢do 4, neoflavondides. Porém,
aqueles em que o anel B ocorre na posic¢do 2 sdo divididos em outros subgrupos com base nas
caracteristicas do anel C. Esses subgrupos sdo flavonas, flavonois, flavanonas, flavanondis,
flavanois ou catequinas e antocianinas. Por fim, os flavonodides em que o anel C ¢é aberto sdo
chamados de chalconas — ver figura 3 (PANCHE, DIWAN e CHANDRA, 2016; KARAK,
2019).

A atividade antioxidante dos flavondides é afetada pelo total de grupos OH na sua
estrutura e tem forte relagdo com o anel B, especialmente quanto a posi¢do e ao nimero de
hidroxilas desse anel. A tabela 1 exibe a estrutura de 13 flavondides. Verificou-se
experimentalmente que a presenca de hidroxilas nos anéis A (5-OH, 7-OH) e C (3°-OH)
contribui para a atividade sequestradora de radicais livres. Entretanto, essa atividade é afetada
ndo somente pela estrutura individual do antioxidante, mas também pelo meio, pelo tipo de

radical e pela reagdo cinética do processo (BIELA et al., 2020).

Tabela 1: Posicionamento das hidroxilas em 13 flavondides.

Substituicdo em

FLAVONOIDE

Miricetina OH OH OH H OH OH OH
Quercetina OH OH OH H OH OH H
Ramnetina OH OH OMe H OH OH H
Morin OH OH OH OH H OH H
Kaempferol OH OH OH H H OH H
Narigenina H OH OH H H OH H
Diosmetina H OH OH H OH OMe H
Apigenina H OH OH H H OH H
flavona H H H H H H H
(t)-Catequina OH OH OH H OH OH H
Fisetina OH H OH H OH OH H
Luteolina H OH OH H OH OH H
Isorhamnetina  OH OH OH H H OH H

Fonte: Compilado de Husain, Cillard e Cillard (1987); Fang et al. (2019).

Em meio a discussdes sobre a habilidade antioxidante de compostos naturais, € comum
que os termos atividade antioxidante e capacidade antioxidante sejam usados sem distincao,
apesar de terem sentidos diferentes. “Atividade” refere-se a taxa de reacdo entre um
antioxidante e uma prova oxidavel; “capacidade” é a quantidade (em mol) de radical eliminada
por mol de antioxidante (GULCIN, 2020; HAQUE et al., 2021).
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3.4 FRUTOS

3.4.1 Hibisco

Figura 4 — Representacdo do Hibiscus sabdariffa L.

Fonte: A. The plant good seed.? e B. New Directions®

O hibisco (HS), Hibiscus sabdariffa L. (figura 4), é nativo da Africa, mas ocorre em
qualquer regido de clima tropical e subtropical, segundo Wyk (2014). Essa vasta distribuigéo
faz o fruto ser conhecido por muitos nomes como: vinagreira, caruru-azedo, rosélia, quiabo-
roxo, roselle (inglés), 1’Oiselle (Francés), Karkade (Arabe), Krachiap daeng (Tailandés) e
outros (MAGANHA et al., 2010 e SILVA, 2018).

Possui folhas I6bulos e flores brancas ou amarelas, enquanto as sépalas vermelhas e
chamativas (célice) sdo cercadas por uma fileira externa de colchetes (epicalyx). Sua sépala ou
calice tem cor vermelho intenso, quando fresca, e escurece a medida que desidrata. O calice é
mundialmente utilizado como: ché, bebidas, geleias, corantes, em cosméticos, sorvetes e, de
diversas outras formas. O consumo médio do célice em bebidas geladas e quentes é de 150
180 mg/kg, na Nigéria (MAGANHA et al., 2010; WYK, 2014; ALARA et al., 2020).

Alara et al., (2020) identificaram 95 flavonoides no calice do HS; essa quantidade tdo
expressiva de compostos bioativos explica os efeitos antiparasitico, antifingico, antibacteriano,
antiespasmadico, anti-inflamatorio, antinociceptivo, antipirético e antioxidante atribuidos ao
extrato do fruto. A aplicacdo do extrato exibiu aumento no tempo da vida util de carnes. Outro
estudo provou que os polifendis do extrato diminuem marcadores oxidativos no rim, o perfil
lipidico sérico e a neuropatia diabética (MARQUEZ-RODRIGUEZ et al., 2020; MUTHA,
TATIYA e SURANA, 2021).

2 Disponivel em: < https://www.plantgoodseed.com/products/hibiscus-sabdariffa-seeds>.
3 Disponivel em: <https://www.newdirections.com.au/100-g-Hibiscus-Sabdariffa-Flower-121-Extract>.
Acessos em abril de 2022.
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Sua bioatividade é atribuida a potente acdo antioxidante das antocianinas. Ali et al.
(2003) verificaram que consumo de antocianinas do fruto em 100 ou 200 mg/kg/dia, durante 5
dias consecutivos, pode reduzir consideravelmente lesdes histoldgicas e danos oxidativos ao
figado; bem como enzimas, no soro, indicativas de danos hepaticos. Entretanto, a dose ndo deve
ultrapassar 4 semanas, devido ao risco de efeitos adversos (ALI et al., 2003; MAJDOUB et al.,
2019; OJULARI, LEE e NAM, 2019).

As quatro principais antocianinas conhecidas no calice do hibisco sdo em maior
proporcéo delfinidina-3-sambubiodsido (D3S) e cianidina-3-sambubiodsido (3S), e em menor
proporcdo delfinidina-3-glucésido e cianidina-3-glucésido. Das quais, 85% do total de
antocianidinas é a D3S, considerada a principal fonte de capacidade antioxidante do extrato. Os
teores de &cido ascorbico sdo mais elevados no calice do hibisco do que na laranja e na manga
(FREITAS et al., 2013; IZQUIERDO-VEGA et al., 2020).

De acordo com Aina et al. (2021) os constituintes bioativos do fruto tém sido usados
para o tratamento de alguns canceres e de outras doengas, particularmente, doencas associadas
ao estresse oxidativo. O Hibiscus Sabdariffa L., portanto, destaca-se por oferecer muitissimos
beneficios ao organismo e comprovada agdo in vitro, in vivo e in situ (MARQUEZ-
RODRIGUEZ et al., 2020).

3.4.2 Pitaia

O termo “Pitaia” nomeia diversas plantas cactaceas de habito trepador, de acordo com
Lone e Takahashi, et al. (2017). A frutifera é tradicional da ameérica do Sul e Central, mas tem
sido cultivada na América do Norte, paises do mediterraneo e subtropicais. O fruto do dragéo,
fruto pérola, pitahaya ou pitaia ja é destaque no mercado europeu e mundial e tem sido
procurado pela exuberancia, polpa doce repleta de sementes nutritivas e por ser rico em
compostos bioativos (PRISA, 2021; ATTAR et al., 2022).

A grande diversidade genética da frutifera, explica a variabilidade dos frutos quanto
ao tamanho, cores da casca e polpa e presenca ou ndo de espinhos. O fruto é integralmente
aproveitado: a casca da pitaia vermelha é 6tima substituta de gordura em sorvete e sua farinha
enriquece alimentos processados; a semente que é rica em acidos graxos tem efeito laxativo e
cosmético (hidrata a pele ressecada e fortalece unhas e cabelos); a polpa € consumida in natura
ou na forma de geleia, mousse, sucos, sorvetes e também usada em cosméticos (ABD GANI,
VIJAYAKUMAR e MOKHTAR, 2020; UTPOTT et al., 2020; ATTAR et al., 2022; RORIZ et
al., 2022).
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O valor comercial esta associado pelo menos a quatro grupos de pitaia: (A) Hylocereus
undatus, fruto oblongo de casca vermelha e polpa branca, (B) Hylocereus costaricensis, fruto
globoso com casca vermelha e polpa vermelha, (C) Hylocereus polyrhizus, fruto oblongo de
casca vermelha e polpa vermelha) e (D) Selenicereus megalanthus, a pitaia de casca amarela e
polpa branca, como mostrado na figura 5 (GUSMAN, 2001; LONE et al., 2014).

Figura 5 — Espécies de pitaia com valor comercial: A. Hylocereus undatus B. Hylocereus
costaricensis C. Hylocereus polyrhizus e D. Hylocereus megalanthus.

B 74 C

Fonte: A. Sementerara®. B. nswong®. C. Jessica Gavin.® D. Gekolife’.

Sendo que, as espécies H. costaricenses/polyrhizus, detentoras de polpa vermelha, sdo
classificadas no mesmo grupo, de acordo com Morillo — Coronado (2021). Um estudo
comparativo mostrou que os fendlicos totais e a capacidade antioxidante total das pitaias de
polpa vermelha foram consideravelmente maiores em relacdo as de polpa branca; o teor de
acucar foi similar e o composto fendlico predominante em ambos os frutos foi a quercetina. A
pitaia vermelha (PV) também é rica em ferro (ATTAR et al., 2022).

Attar et al. (2022) verificaram que o suco de PV aumenta os indices de hemoglobina e
eritrécitos em mulheres gravidas, sendo uma alternativa para tratar anemia. Em um estudo, o
extrato de PV foi efetivo em conservar carne de porco (18 dias a 2°C), pois retardou a perda de
cor e degradacdo oxidativa. Em outro estudo, o efeito citotdxico de H. costaricenses em células
de cancer foi maior que aquele da H. megalanthus e H. Undatus e o fruto ndo mostrou
toxicidade em células normais (BELLUCCI et al., 2021; PASKO et al., 2021).

As pitaias sdo fonte de vitaminas B1, B2, B3 e E, betacaroteno, licopeno, potassio e
magnésio; suas sementes sao laxativas e ricas em acidos graxos essenciais como, acido linoleico
e linolénico. A atividade antioxidante da pitaia pode ser associada com a presenca de acido

ascorbico, carotenoides, polifendis e especialmente as betalainas, que também conferem cor as

4 Disponivel em: <https://www.sementerara.com.br/pitaya-amarela-dragon-fruit-sementes>.

5 Disponivel em: <http://nswong.50webs.com/hylocereus_undatus.htm>.

6 Disponivel em: <https://www.jessicagavin.com/what-is-dragon-fruit/>.

" Disponivel em: <https://gekolife.blogspot.com/2020/09/pitahaya-amarilla-png-pitahaya-en.html>.
Acessos em abril de 2022.
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pitaias e ndo ocorrem mutuamente com antocianinas (SAFIRA et al., 2021; MARTINEZ-
RODRIGUEZ et al., 2022; et al., 2022).

As betalainas sdo pigmentos nitrogenados e aquo-sollveis, presentes apenas em
plantas da ordem Caryophyllales. Elas dividem-se em betacianinas (vermelho-violeta) e
betaxantinas (amarelo-laranja); e possuem comprovada atividade bioldgica. Song et al. (2016)
demostraram que betalainas da pitaia vermelha reduziram significativamente acumulo lipidico
e aumentaram o HDL® frente a dieta hipercaldrica induzida em ratos (CABRITA, SILVA e
LAUREANO, 2003; MARTINEZ-RODRIGUEZ et al., 2022).

A pitaia, portanto, fornece nutricdo completa, auséncia de toxicidade a células normais
e importante atividade antioxidante, Gteis no combate ao estresse oxidativo e doengas
associadas. Além de ter relevancia econémica e potencial aplicacdo nas industrias alimenticias
e cosmeticas. O fruto pode ser processado e armazenado por congelamento, desidratacéo,
fermentacdo, processamento térmico e conservacdo quimica (CROFT, 1998; ABD GANI,
VIJAYAKUMAR e MOKHTAR, 2020; PASKO et al., 2021; SAFIRA et al., 2021).

3.5 ELETROQUIMICA

Os métodos eletroanaliticos sao frutos do desenvolvimento da eletroguimica. Nesses
métodos, os chamados sinais eletroanaliticos sdo obtidos em resposta a aplicacdo de
perturbacdes controladas no sistema, como uma diferenca de potencial (DDP) entre eletrodos
de uma célula eletroquimica, por exemplo. Tais métodos sao seletivos — para a espécie avaliada;
permitem especificar o potencial e material dos eletrodos; oferecem grande sensibilidade, baixa
deteccdo da corrente de fundo e outras possibilidades (PACHECO, 2013).

3.5.1 Condigdes experimentais

As condi¢des experimentais tém grande influéncia sobre as técnicas eletroquimicas.
Método eletroquimico, material de eletrodo, meio eletrolitico, concentragdo das espécies
eletroativas e pH influenciam diretamente nos picos de oxidagéo. A analise de fendlicos naturais
é feita em células de trés eletrodos, geralmente tendo o eletrodo de trabalho em alguma base de

carbono: eletrodo de carbono vitreo (ECV), eletrodo de carbono impresso (SPE® em inglés) ou

8 High — density lipoprotein (colesterol saudavel).
% Screen printed electrode.
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eletrodo de diamante dopado com boro (BDD em inglés) (CHIORCEA-PAQUIM et al.,
2020).

Os eletrodos de carbono sdo usados porque abrangem ampla faixa de potencial —1.0 V
a +1.4 V (vs. Ag/AgCl, 3 M KCI), sdo inertes, impermeaveis a gases e fornecem resultados
reprodutiveis. Porém, os BDDs sdo inadequados em potenciais superiores a +1.4 V (vs.
Ag/AgCl, 3 M KCI) devido a formacdo de hidroxilas, que reagem com os CFs. Eletrodos de
metais inertes (ouro e platina) sdo menos usados porque tém faixa de potencial curta: em
potencial superior a =+0.8 V (vs. Ag/AgCl, 3 M KCI) formam 6xidos e em potencial negativo
sofrem interferéncia da reducgéo de oxigénio (CHIORCEA-PAQUIM et al., 2020).

Ainda de acordo com a revisdo de Chiorcea-Paquim et al., (2020), a eletroquimica
comumente emprega contra - eletrodos de platina ou carbono e, Ag/AgCIl (3 M KCI) como
eletrodo de referéncia. Por Gltimo, também sdo usadas solu¢des tampao a base de HCI/KCI e
mistura de agua e solventes organicos como metanol ou etanol, devido a baixa solubilidade dos

compostos fenolicos em &gua.

3.5.2 Voltametria

A técnica eletroquimica mais usada para analisar o comportamento redox de
compostos antioxidantes é a voltametria. A qual consiste em medir a corrente que surge entre
o eletrodo auxiliar e o eletrodo de trabalho depois de aplicar-se uma DDP entre o eletrodo de
trabalho e o eletrodo de referéncia. Na técnica, o pardmetro ajustado é o potencial (E) e o
parametro medido é a corrente (i), isto €, i = f(E). O registro da corrente em func¢do do potencial
recebe 0 nome de voltamograma e a magnitude da corrente obtida pode ser relacionada a
quantidade de analito presente na célula (PACHECO, 2013).

Ela compreende a voltametria ciclica (VC), voltametria de pulso diferencial (VPD)
e voltametria de onda quadrada (VOQ). Essas técnicas tém sido proeminentes na analise de
antioxidantes. Giovagnoli-Vicuiia et al., (2019) usaram VOQ para estudar antioxidantes em
mistura de frutos; Schilder et al., (2020) usou VOQ para analise de chas preto e verde, vinhos
branco e vermelho e sucos de macé, oxicoco, mirtilo e framboesa; e Budi, Suliasih e Tawwabin,
(2021) empregaram VC e VPD para analise de antioxidantes em mel (HAQUE et al., 2021).

A VC consiste em aplicar um potencial linear com varia¢des crescente e decrescente

ao eletrodo de trabalho (em uma solugdo néo agitada). Durante a varredura, 0 potenciostato

10 Boron doped diamond electrode.
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registra a corrente gerada, em funcdo do potencial aplicado. A técnica é comumente usada por
fornecer informacdes qualitativas, tais como: reversibilidade de reagdes, termodinamica de
processos redox, cinética de reacdes heterogéneas de transferéncia de elétrons ou processos de
adsorgdo. (PACHECO, 2013; HOYOS-ARBELAEZ, VAZQUEZ e CONTRERAS-
CALDERON, 2017).

Na VOQ, uma onda quadrada simétrica, sobreposta sobre uma rampa em formato de
degrau, é aplicada ao eletrodo de trabalho. A corrente é amostrada ao final dos pulsos direto e
reverso gerados; e a diferenca de corrente entre as duas amostragens € registrada em fungédo do
potencial. Como resultado, obtém-se discriminacdo de corrente capacitiva (cuja diminuicédo €
mais rapida do que a corrente faradaica), aumento da velocidade (100 a 1000 mV s?) e
sensitividade de até 10® M (ALEIXO, 2003; PACHECO, 2013; HAQUE et al., 2021).

Assim como a VC, usa-se VOQ para verificar a reversibilidade de reacdes. Apesar de
a VOQ ser uma técnica atrativa, a VPD ainda € a mais usada para fins quantitativos. Enquanto
a VPD tem velocidade de 1 a 10 mV s, a VOQ atinge de 100 a 1000 mV s, Assim, a segunda
permite realizar experimentos com mais rapidez, mas o limite de deteccdo para ambas
permanece similar (10 M), pois as duas fazem compensacdo da corrente capacitiva. Sendo
assim, a escolha da técnica mais adequada deve considerar um ajuste de parametros, analito e
o tipo de resultado requerido (ALEIXO, 2003; PACHECO, 2013; HAQUE et al., 2021).

3.5.3 Voltametria de pulso diferencial

A técnica de pulsos é mais usada para fins quantitativos, devido as vantagens de
deteccdo e de resolucgdo frente as técnicas de corrente continua. Na VVPD, pulsos de amplitude
fixos, sobrepostos em uma rampa de potencial crescente, sdo aplicados ao eletrodo de trabalho.
A corrente é medida duas vezes, uma antes (S1) e outra apos (S2) a aplicacdo do pulso. A
diferenca entre as duas permite reduzir a corrente capacitiva e é plotada versus o potencial
aplicado, gerando assim um voltamograma (ALEIXO, 2003; HAQUE et al., 2021).

A figura 6 mostra a dindmica de potencial para a VPD. Todavia, para usar a técnica é
preciso que se ajustem os parametros de trabalho como: amplitude de pulso, velocidade de
varredura e faixa de potencial. A (1) amplitude de pulso geralmente € escolhida entre 10 e 100
mV. Um aumento de amplitude melhora a sensibilidade, mas também reduz a resolugéo, sendo
necessario definir uma amplitude étima. Tipicamente sdo usados 25 mV para sistemas com um

elétron e 50 mV para sistemas com dois elétrons (ALEIXO, 2003).
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Figura 6 — A corrente i € amostrada em S; e Sz e a diferenca i = is2 — is1 € plotada versus o
potencial aplicado.

i= igz—i_gl

S,
S,

Potencial

Fonte: Adaptado de Aleixo (2003).

Outro parametro ajustavel é a (2) velocidade de varredura, cujo valor tipico é de 5
mV s, Velocidades superiores a 10 mV s reduzem a resolugdo. Em todo caso, verifica-se o
valor que melhor se ajusta ao analito. A (3) faixa de potencial € o intervalo de varredura
definido entre os potenciais, inicial e final, e deve abranger todos os picos anodicos do analito,
referentes a oxidacdo. Para compostos fendlicos, varios autores empregam a faixa de 0,0 V a +
1,2V ou até + 1,4 V (vs. Ag/AgCl, 3 M KCI) em VPD (ALEIXO, 2003; RODRIGUES et al.,
2019; CHIORCEA-PAQUIM et al., 2020).

3.5.4 Indice eletroquimico

A VPD tem sido largamente aplicada ao estudo de antioxidantes naturais, em que a
corrente de pico lp é usada para estimar a capacidade ou a concentracdo de antioxidante,
enquanto o potencial de pico E, pode ser usado para identificagdo do(s) antioxidante(s), de
acordo com Haque et al., (2021).

I, L, Ly
I1E = _pl + L>++<p_>
() () (2 "

A equacdo 1 é aplicada para o calculo do indice eletroquimico (IE), que considera o
Ep e a I, dos principais picos anddicos em VPD. Esse indice foi introduzido por Blasco et al.
(2005) e representa a oxidacdo ndo seletiva de todos os polifendis em uma matriz vegetal. O
resultado é interpretado tal que quanto maior o IE, melhor a capacidade antioxidante da amostra

e vice versa.
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3.6 ESPECTROFOTOMETRIA

De acordo com Rocha (2004), a espectrofotometria fundamenta-se na a lei de Lambert-
Beer, que é a base matematica para medidas de absorcdo de radiacdo em amostras.
Considerando determinado comprimento de onda tem-se a expressao A= log(lo /l) = gbc, que
relaciona a absorbancia (A) com o log da razdo entre a intensidade de radiacdo monocromatica
incidente sobre a amostra (lo) e a intensidade da radiacdo emergente da amostra (I). Os termos
“g” e “c” sdo a absortividade molar e concentracdo, nessa ordem, ambas da espécie absorvente
e b é a distancia percorrida pelo feixe através da amostra.

Na espectrofotometria, diferentes métodos como: ABTS (acido 2,2’-azinobis-3-
etilbenzotiazolina-6-Sulfénico), ORAC (Oxygen radical Absorbance Capacity), FRAP (Ferric
reducing ability of plasma) e DPPHe (2,2 - Difenil - 1 - picrilhidrazila) sdo usados para analise
de antioxidantes. Em alguns ensaios, € necessario que os radicais livres sejam gerados, mas o
método do radical livre DPPHe dispensa esse procedimento e se destaca por ser simples, rapido,
econémico e adequado para mensurar a capacidade antioxidante em alimentos (KEDARE e
SINGH, 2011; LINO et al., 2014; OLIVEIRA, 2015).

3.6.1 Método DPPH-

O método de DPPH- é 0 mais reportado em triagens da capacidade antioxidante de
plantas e frutos. Os radicais livres possuem um elétron desemparelhado que os tornam reativos,
todavia o DPPHe possui uma estrutura que o torna relativamente estavel. Sua molécula é dotada
de trés anéis aromaticos que lhe conferem estabilidade por ressonéncia, trés grupos NO; e dois
nitrogénios que permitem deslocamento eletrdnico, contribuindo também para a estabilidade
de toda a molécula. A figura 7 exibe a estrutura molecular do DPPHe (KAWSAR et al., 2014;
OLIVEIRA, 2015; VUOLO, LIMA e JUNIOR, 2019).
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Figura 7 — Estrutura de ressonancia e de mobilidade eletrbnica na molécula de DPPHe.
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Fonte: Adaptado de Oliveira (2015).

O radical possui cor purpura ou violeta e quando recebe um elétron ou um préton de
um antioxidante, a molécula de DPPHe é reduzida para a forma DPPH-H. A reducéo, que é
proporcional a concentracdo do antioxidante, gera mudanca de cor do violeta para 0 amarelo ou
violeta claro e permite monitorar um decréscimo de absorbancia no comprimento de onda 516
nm em solucdo metandlica. Porém, a literatura também reporta variagbes no comprimento de
onda de maxima absorcdo na faixa de 515-520 nm na presenca dos solventes etanol e metanol
(KAWSAR et al., 2014; OLIVEIRA, 2015).

O método foi inicialmente proposto por Blois (1958) para avaliar a atividade
antioxidante de diferentes amostras, usando um radical livre similar a-difenil-p-picrilhidrazila.
Posteriormente, Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995) modificaram o método para estudo
do potencial antioxidante de amostras bioldgicas e compostos fenolicos, propondo também o
termo eficiente de concentracdo ECso para mensurar os resultados. Contudo, o método original
ainda sofre muitas modificacOes, sendo reportados diferentes solventes, concentracdes iniciais
de DPPHe- e tempos de reagéo (OLIVEIRA, 2015).

Varios autores fazem estudo combinando técnicas voltamétricas, principalmente VC e
VPD, com ensaio de DPPH- para analisar diferentes amostras. De Abreu Pinheiro et al. (2021)
usaram extrato de pequi, Lino et al. (2014) e Rodrigues (2019) fizeram essa comparagdo em
estudos de vinhos e Suliasih, Tawwabin e Budi (2021) fizeram a comparagdo em estudo de mel.
De acordo com Hoyos-Arbeldez, Vazquez e Contreras-Calderon (2017), a principal razdo da
correlacdo entre os métodos espectrofotométricos e eletroquimicos € que ambos sdo baseados
no mecanismo transferéncia de um unico elétron (SET* do inglés single eletron transfer).

O ensaio com o radical DPPHe, portanto, representa um dos mais comuns
experimentos para a analise de antioxidantes. Em resposta a reacdo de oxirreducao o radical

produz um decréscimo de absorbancia em torno de 516 nm, tratando-se de uma medicéo
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seletiva para a deteccdo de compostos antioxidantes, conforme Pires et al. (2017). Esse
comportamento foi avaliado em termos do eficiente de concentragdo (ECso), que representa a
quantidade de antioxidante capaz de causar 50% de descoloracao, ou perda de atividade, para
o DPPHe.

3.6.2 Eficiente de concentragdo ECso

O ECxo foi proposto por Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995) para interpretar os
resultados do DPPHe. O termo é definido como sendo a concentracdo de substrato capaz de
reduzir em 50% a coloragdo do DPPHe (KEDARE e SINGH, 2011).

O ECso deve ser interpretado de forma inversamente proporcional ao seu valor. Isto &,
quanto menor é o valor do ECso, melhor é a capacidade antioxidante da amostra. Esse aspecto
representa uma desvantagem em representacdes graficas ou numéricas. Por isso alguns autores,
como Gomes et al. (2016), preferem representar o resultado na forma de poder antirradical,
ARP!! = 1/ECs0, 0 que ndo interfere no resultado em si, mas pode tornar a interpretacdo mais
intuitiva. (MOLYNEUX, 2014).

) Ag —4Aq
Efeito sequestrante do DPPH o (%) = [ y ]x 100 (2)
0

A eficiéncia de sequestro do radical livre DPPH« ¢ calculada por meio da equagéo 2,
em que Ao e A: representam a absorbancia a 1=516 nm na auséncia e na presenca do
antioxidante, respectivamente; e a capacidade antioxidante total é expressa na forma de ECsp,
segundo Gomes et al., 2016 (MARCUCCI et al., 2020).

1 (ARP - Antirradical power.)
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 REAGENTES E SOLUCOES

As solucdes fundamentais para o desenvolvimento deste trabalho foram solucéo
extratora de metanol/acido cloridrico (MeOH/HCI 99:1 v/v), solucdo estoque metandlica de
DPPH- (40 uM) e eletrolito de suporte HCI/KCI pH 2,2. Os reagentes estdo listados na tabela
2.

Tabela 2; Reagentes utilizados.
REAGENTE FORMULA PROCEDENCIA

Metanol 99,8% CHsOH Merck

Cloreto de potéssio KCI Merck

2,2 - Difenil - 1 - picrilhidrazila ~ CigH12N506 Sigma - Aldrich

(+) — Catequina Ci15H1406 Sigma - Aldrich Chemical, St Luis, USA
Acido cloridrico HCI Quimex

Permanganato de Potéssio KMnO, Isofar

Perdxido de hidrogénio H-0: Isofar

Fonte: Autoria propria.
4.2 PROCEDIMENTO DE LIMPEZA

Para limpeza as vidrarias e utensilios foram imersos em solucdo de permanganato de
potassio baseificada com hidroxido de potassio, por 24h, seguido de imersdao em solucéo de
perdxido de hidrogénio 5% acidificada com acido sulfdrico, por 20 min, e mais 10 minutos em
banho de ultrassom na mesma solugdo. Por ultimo, os materiais e vidrarias foram lavados e

enxaguados com agua purificada em sistema Milli-Q Academic da Millipore.

4.3 AQUISICAO DOS FRUTOS E PREPARO DE AMOSTRA

As pitaias, no ponto de amadurecimento, foram obtidas no mercado local da cidade de
Sdo Luis — MA, e, apds a compra, congeladas (-5 a -1 °C) no Laboratério de Eletroquimica -
GELQ da Universidade Federal do Maranhéo, para posterior analise. O congelamento objetivou
conservar o fruto para uso nas analises, evitando também problemas decorrentes de falta ou
escassez de oferta.

Os hibiscos, também foram obtidos em Séo Luis — MA, e entdo transportados para o
GELQ onde os frutos foram congelados. As sépalas foram manualmente separadas do fruto e

lavadas com agua purificada, no momento das analises.
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O preparo das amostras foi adaptado de Issaad et al. (2017). Durante as analises, usou-
se papel aluminio para envolver as vidrarias e inibir a fotodegradacdo das amostras. A por¢ao
de 10 gramas de fruto foi pesada, macerada com almofariz e pistilo e filtrada para um béquer
de 200 mL usando-se tecido de voil (MESH 200) para obtencdo do extrato bruto EB. Este foi
diluido em solucéo extratora SE metanol/acido cloridrico (99:1 v/v), na proporcdo EB/SE (1:4
v/v), ou seja, uma parte de EB para quatro partes da SE. Dessa forma, obteve-se o extrato para
anélise.

A figura 8 mostra as etapas da metodologia de preparo das amostras, bem como, o
calculo de concentragdo da solucdo analitica. O calculo da concentracéo de extrato, indicado no
Apéndice A, foi feito a cada preparo. A concentragédo foi mensurada em miligrama de fruto por

mililitro de solucdo (mg/mL). Usou-se metanol, conforme necessario, para diluicdo.

Figura 8 — Metodologia de preparo das amostras.

Solugdo Extratora SE

‘MetanoI/HCI (99:1)

== SE (mL) = 4 x VE (mL)

f
Y

Pesar Macerar FiltrarEB  Adicionar SE  Soluco Analitica

fruto (mg)
" Volume total (mL)

Fonte: Autoria propria. Coletanea de nswong*?, New Directions®®, ITISE!, Loja Synth®®, Elo7.
4.5 INSTRUMENTACAO

Para a anélise eletroquimica usou-se um Autolab PGSTAT302N e uma celula (10 mL)
de trés compartimentos, contendo eletrodo carbono vitreo (ECV) como eletrodo de trabalho,
platina como contra eletrodo, e prata - cloreto de prata Ag/AgCl (3 M KCI) como eletrodo de

referéncia. Os dados foram coletados pelo software NOVA 2.1.4 da Metrohm AutoLab B. V.

12 Disponivel em: <http://nswong.50webs.com/hylocereus_undatus.htm>

13 Disponivel em: <https://www.newdirections.com.au/100-g-Hibiscus-Sabdariffa-Flower-121-Extract>

14 Disponivel em: <http://www.itise.pt/produto/balanca-analitica-modelo-als-160-4a/ >

15 Disponivel em: < https://www:.lojasynth.com/porcelanas/grals/gral-almofariz-em-porcelana-com-pistilo >

16 Disponivel em: <https://www.elo7.com.br/coador-de-voal-para-leites-vegetais-e-suco-panela-furada/dp/A81A6B>
Acessos em margo de 2022.
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A afericdo de pH foi feita com um pHmetro K39 — 2014 da KASVI. A figura 9 representa a

célula eletroquimica, contendo os trés eletrodos.

Figura 9 — Representacdo da célula eletroquimica de trés compartimentos, contendo 0s
respectivos eletrodos.

Eletrodo de Carbono Vitreo
Eletrodo auxiliar de platina

Eletrodo de referéncia
(Ag/AgCI/KCl sat.)

Fonte: Autoria propria.

Para a investigacdo espectrofotométrica usou-se um espectrofotémetro UV-Vis IL -
592 da KASUAKI, uma cubeta de quartzo K22-135-Q (3,5 mL) da KASVI com caminho Optico
de 10 mm e software MetaSpec Pro versao 2.2.13.0720 para coleta de dados no UV-Vis.

O tratamento de dados para ambas técnicas foi feito com os softwares Origin 2019 da
OriginLab e Excel 2016 da Microsoft.

4.6 VOLTAMETRIA DE PULSO DIFERENCIAL
4.6.1 Polimento

O polimento do ECV foi uma importante etapa do método eletroquimico. O polimento
gradual completo da superficie do eletrodo se deu na sequéncia de lixas d’agua de
granulometrias que variavam de 400, 600, 1200 a 2000 (nimeros maiores indicam lixas mais
suaves). A granulometria determina o tamanho do gréo das lixas e, por consequéncia, 0 seu
poder de desgaste, o seu valor € normalmente representado com um G maiusculo no verso na
lixa. O procedimento completo foi realizado somente em caso de extrema necessidade, devido
ao alto desgaste sofrido pelo carbono vitreo.

Rotineiramente, o polimento ocorria pelo uso sequenciado das suspensdes de alumina
1,00, 0,3 e 0,05 um sobre tecido de feltro, executando movimentos “em 0ito” ¢/ou polimento

em circulos com spray de diamante 1,00 um da KEMET sobre papel qualitativo de filtro, nessa
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ordem. O papel contendo spray foi submetido a secagem sob luz infravermelho. O eletrodo
sempre foi lavado com jatos de agua destilada entre os polimentos com alumina de diferentes
granulometrias e na transicdo para o polimento com spray.

A limpeza eletroquimica da superficie eletrocatalitica foi feita por voltametria ciclica
no eletrélito de suporte HCI/KCI. Empregaram-se os seguintes parametros: 20 ciclos no
intervalo de potencial de 0 a 1,2 V e velocidade de varredura 20 mV.s. O procedimento foi
realizado uma ou duas vezes até que o perfil da VPD estivesse adequado. Usou-se célula limpa

e eletrolito de suporte novo para analise do branco e da amostra.

4.6.2 Procedimento

A VPD teve inicio ap6s a limpeza eletroquimica do ECV e os parametros foram:
velocidade de varredura de 10 mV.s*, faixa de potencial de 0 a 1,2 V, amplitude de pulso de
50 mV.s?, intervalo de pulso de 0,5s e salto de potencial de 5mV.

Primeiro, o perfil do branco ou linha de base foi obtido pela varredura de 10 mL do
eletrolito de suporte ES. Em seguida, o perfil da amostra foi obtido pela adicdo de extrato
(solucdo analitica da figura 8) a célula eletroquimica e diluicio com ES para que a
concentracdo e volume final fossem 50 mg/mL e 15 mL, respectivamente.

A linha de base foi subtraida do voltamograma da amostra pelo software OriginPro
9.0, obtendo-se o perfil eletroguimico da amostra, de onde foram obtidos os valores de
potencial de pico I, e corrente de pico Ep, Uteis para o calculo do indice eletroquimico IE o
qual foi determinado pela equagéo 1:

IE = (&) 4 (B2) 4oy (fom 1)
Epl Epz Epn

Em que, o IE equivale ao somatdrio da razdo entre corrente de pico Ip (uA) e potencial de pico
Ep (V), até o enésimo pico obtido experimentalmente.

4.7 ENSAIO DE DPPHe

O preparo da solucdo estoque de DPPHe foi o primeiro passo do método
espectrofotométrico, em que 0,0048g de DPPHe foram pesados e diluidos em 25 mL de
metanol. Em seguida, 2 mL da solugdo foram diluidos em 23 mL de metanol, resultando em 25

mL (40 uM) de solugdo estoque de DPPHe* a ser usada nos experimentos. O extrato, por sua
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vez, foi diluido em metanol e padronizado para 300 mg/mL. Todas as solucGes foram protegidas

da luz com papel aluminio e identificadas.

Figura 10 — Esquema de preparo da solucdo estoque de DPPHe ¢ transferéncia da aliquota de
2,50 mL da solucéo para a cubeta de quartzo.

/7 2,00 mL
=1 — 2,50 mL
I
A N\
DPPHe w =
Metanol ll
0,0048 ¢ 2500mL 5500 mL 3,00 mL
Solugdo estoque (Volume de trabalho)
(40 uM)

Fonte: Esquema adaptado dos sites Loja Synth'’, ClipArtBest!®, Prolab'® e ResinaSag?.

O ensaio seguiu 0 método de Brand-Williams, Cuvelier e Berset (1995) do radical livre
DPPHe em solugdao metandlica. A solucao estoque de DPPHe foi preparada imediatamente antes
dos experimentos (como representado pela figura 10) e ficou incubada no escuro durante 30
minutos, a temperatura ambiente, enquanto a absorbancia foi medida a cada 5 minutos no

comprimento de onda A =516 nm.

Tabela 3: Concentracéo de extrato na cubeta de 3 mL a cada série do ensaio de DPPHe.

SERIE  PROPORCOES CONCENTRACAO
(mg/mL)

0 0,5 mL de MeOH + 2,5 mL de DPPHe 0,00

1 0,5 mL de extrato + 2,5 mL de DPPH* 50,00

2 0,3 mL de extrato + 2,5 mL de DPPH+ + 0,2 mL de MeOH 30,00

3 0,2 mL de extrato + 2,5 mL de DPPHe« + 0,3 mL de MeOH 20,00

*MeOH — metanol

Como apresentado na Tabela 3, foram feitas quatro séries de medigdes empregando-
se concentragéo zero (branco) seguida de valores decrescentes (50, 30 e 20 mg/mL) de extrato

na cubeta de 3 mL. O ensaio do padréo (+) — catequina empregou as concentracoes 10, 6 e 4

17 Disponivel em: <https://www.lojasynth.com/vidrarias/baloes-volumetricos/balao-volumetrico-com-rolha-de-vidro>
18 Disponivel em: <http://www.clipartbest.com/beaker-png>.

19 Disponivel em: < https://www.prolab.com.br/produtos/acessorios-para-laboratorio/cubetas/ >

20 Disponivel em < https://www.resinasag.com.br/wp-content/uploads/2019/09/fluorescente-roxo.jpg >

Acessos em abril de 2022.
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uM (equivalentes a 2,9x1073; 1,74x102 e 1,16x10° mg/mL respectivamente). O ensaio de

DPPH- para os frutos foi feito em triplicata.

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Todas as analises foram feitas em triplicata e para tratamento dos dados empregou-se
estatistica descritiva pelo célculo de média, desvio-padrdo e erro percentual. Foram

consideradas adequadas as medidas com erro percentual inferior ou igual a 10%.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Esta secdo é dividida em duas partes. A primeira delas é dedicada a analise dos VPD
pela checagem da presenca de (+) — catequina nos extratos por comparagdo dos potenciais de
pico. O final da primeira parte estima a capacidade antioxidante das amostras pelo célculo do
indice eletroquimico IE. A segunda parte dos resultados descreve o perfil de absorbancia do
radical livre DPPHe na presenca e auséncia dos extratos em diferentes concentracdes e é

dedicada ao célculo do eficiente de concentracdo ECso.

5.1 ANALISE DOS VOLTAMOGRAMAS E OBTENCAO DO IE

Os voltamogramas gerados por VPD permitem estimar o tipo de antioxidante através
dos potenciais de pico E, e mensurar o contetdo antioxidante natural total através do indice
eletroquimico IE. Neste trabalho, a (+) — catequina foi usada como padrdo fendlico, para
comparagdo direta com os voltamogramas dos frutos; trata-se de um flavondide do tipo
flavonol-3-ol com alto indice eletroquimico e que ocorre abundantemente em plantas e frutos
(BLASCO et al., 2005; HAQUE et al., 2021; SABAGHI et al., 2021).

A catequina ja foi bastante estudada e usada como padrdo em estudos comparativos de
antioxidantes, segundo Sara et al. (2015) e Pacheco-Coello et al. (2019). Ac¢des antiviral,
inibidora de desordens neuroldgicas, anticarcinogénica e antidiabética estdo associadas aos
efeitos in vivo do composto. Enquanto, a atividade antioxidante in vitro da molécula se deve as
suas hidroxilas, mas principalmente ao anel B (CHATTERJEE et al., 2018).

Figura 11 — Estrutura molecular da catequina contendo anéis benzénicos A (resorcinol) e B

(catecol) e, um anel pirano C.

Catecol

Fonte: Autoria propria.
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A molécula da catequina, mostrada na figura 11 possui um anel resorcinol (A), um
anel catecol (B) e um anel pirano (C) acoplado a uma hidroxila no carbono 3. O grupo 3°, 4’ —
dihidroxila no anel B confere a alta capacidade antioxidante da catequina e € responsavel pelo
primeiro pico de oxidac&o, observado na VPD (MEDVIDOVIC-KOSANOVIC et al. 2010;
FANG et al., 2021).

De acordo com a figura 12 A, a primeira varredura catodica da catequina a 10 uM
exibiu dois picos de oxidagéo: o primeiro no potencial Ep1, cat. = 0,45 V e 0 segundo em Epz, cat.
=0,81 V. O pico 1, referiu-se — como visto — a oxidacdo do grupo 3°,4° dihidroxila no anel B
de catecol, que é caracteristico em potenciais menores Ep < +0.5 V (vs. Ag/AgCl, 3 M KClI),

indicando a potente acdo antioxidante do grupo, de acordo com Janeiro e Brett (2004).

Figura 12 — A. Representacédo da VPD (=) de (+) - catequinal0 uM em tampéao HCI/KCI pH
2,2. B. Pico 3 visto ap6s ampliacdo da faixa de potencial de 0,6 a 1,2 V.

14- Pico 1 Catequina
12 5 B
10' Pico
02 Pico 2
El 2: U K/\‘
— 4_ 06 08 ) 12
21 Pic*o 3
0-

00 02 04 06 08 10 12
A E/V (vs. Ag/AgCl)

Fonte: Autoria Prdpria.

O pico 2, por sua vez, correspondeu & oxidacdo do grupo resorcinol, anel A, que ocorre
em torno do potencial Ep ~ + 0,8 V. E comum observar um terceiro pico referente aos produtos
de oxidacdo do resorcinol em potenciais superiores a 1,0 V. Esse pico foi observado proximo a
Ep ~+1,2 V, porém, em proporcao quase imperceptivel. No entanto, uma ampliagéo do grafico
(figural2 B) de 0,6 a 1,2 V, permitiu visualizar melhor o pico 3 (ISSAAD et al., 2017).

De acordo com Gomes et al. (2015), substancias cujos picos ocorrem em potenciais
muito positivos, ou seja, maiores que 1,0 V ndo sdo consideradas bons antioxidantes, pois
sofrem oxidacdo com maior dificuldade. Além disso, devido ao maior potencial, esses picos

oferecem pobre contribuicdo para o célculo do indice eletroquimico e para a capacidade
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antioxidante total, segundo Issaad et al. (2017). Diante disso, esse estudo investigou
antioxidantes até o potencial 1,2V.

Os potenciais de pico obtidos por VPD para a (+) — catequina foram idénticos aos
resultados de Rodrigues et al. (2019), conforme indicado na posicdo 3 da tabela 4. O estudo
usou 0s mesmos parametros experimentais: tampdo HCI/KCI pH 2,2, velocidade de 5 mV. s
de 0a 1,2V emECV versus Ag/AgCl, 3 M KCI. No mesmo estudo, os autores avaliaram os
picos de oxidacdo de outros 18 padrdes de flavondides por VPD usado ECV e avaliaram o

tempo de retencao por HPLC-EC.

Tabela 4: Potencial de pico de padroes fendlicos.
PADRAO FLAVONOLICO Ep (V)
Picol Pico2 Pico3 Pico4

1 - Cloreto de Delfinidina 0,50 0,60 0,90 -
2 - Cloreto de Malvidina 0,50 0,85 - -

3 — Catequina 0,45 0,81 - -
4 - (—)- Galato de

epigalocatequina 0,60 0,95 - -
5 - (—)- Epicatequina 0,20 0,45 0,85 -

6 - Cloreto de Kuromanina 0,68 0,77 0,94 -
7 - Cloreto de peonidina-3- 055 075 0.90 3

O-glicosideo

8 - Acido Fel(rico 0,45 0,69 0,75 -
9 - Procianidina A2 0,70 0,95 - -
10 - Hiperosideo 0,58 — - -

11 - Quercetina-3-0O-

. . 057 - - -
glucopiranosideo
12 - Rutina 0,31 0,36 1,01 -
13 - Resveratrol 0,21 0,52 0,88 1,04
14 - Fisetina 0,52 0,85 - -
15 - Morina 0,25 0,45 - -

16 - Quercetina diidratada 0,23 0,47 0,58 -
17 - Cloreto de perlagodina 0,53 0,57 0,90 1,07
18 - Cloreto de peonidina 0,50 0,90 - -

19 - Hesperidina 0,30 0,50 — —
Fonte: Rodrigues et al. (2019).

Compostos fitoquimicos podem ser identificados por comparacéo direta com padrdes,
desde que disponiveis ou, caso ndo se disponha de material padrdo, uma comparacdo indireta
e cuidadosa com os dados da literatura pode ser aceitavel, de acordo com Harbone (1998).

Apesar de o método indireto estar sujeito a erros, pode ser justificado pela falta de padrdes e/ou
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pelo trabalhoso e demorado processo de identificagio (MARCO, POPPI e SCARMINIO,
2008).

Diante da indisponibilidade de outros padrées, fez-se comparacéo indireta com o0s
resultados de Rodrigues et al. (2019), tendo em vista que: (1) os parametros experimentais
foram similares, (2) a comparagdo dos potenciais de catequina obtidos neste estudo com os
daquela pesquisa mostrou exatiddo, certificando assim a confiabilidade da comparacgéo indireta
entre os dois estudos. Dessa forma, fez-se comparacdo direta e/ou indireta para checar a

presenca de (+) — catequina e dos outros padrdes, nos extratos dos frutos hibisco e pitaia.
5.1.1 Hibisco

Realizou-se voltametria de pulso diferencial para o extrato de hibisco 50 mg/mL de 0
a 1,2 V versus Ag/AgCl, 3 M KCI em tampéo HC/KCI pH 2,2 e velocidade de varredura 10

mV. s, como mostrado na figura 13.

Figura 13 — A. Comparacdo da VPD de catequina (...) 10 uM com a voltametria de hibisco (=)
50 mg/mL em tampdo HCL/KCI pH 2,2. B. Destaque dos picos em 0,73 e 0,76 V.

14! ... Catequina
12] & —Hibisco
1 D E

10 i1 P
81

L - :

3 61 :

= 4. a = 8 I
2 o N3 2z
0 tegzsesees : IO L

00 02 04 06 08 10 12 06 07 08 09
E/NV (vs. Ag/AgCl) A E/V (vs. Ag/AgCl) B

Fonte: Autoria prépria.

Houve baixa correlagéo entre os Eps de catequina e hibisco (figura 13), pois os picos do
hibisco apresentaram deslocamento para a direita em relacdo aos da catequina. Possivelmente,
a concentracao de catequina na amostra foi baixa demais para ser detectada; pois, apesar de
esse resultado sugerir a auséncia de catequina, os autores Mercado-Mercado et al. (2015), Chen
et al. (2013) e Vangalapati et al. (2016) identificaram o flavonodide ndo somente no calice, mas

também, nas folhas e sementes do HS, respectivamente.
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A varredura (==) desse fruto (figura 13), exibiu pelo menos sete picos de oxidagdo, com
0s seguintes potenciais: Epz, hib. = + 0,30 V; Ep2, hib. = + 0,50 V; Ep3, hib. = + 0,73; Ep4, nib. = + 0,76;
Eps, hib. = + 0,90 V; Eps, hib. = + 1,10 V € Ep7, hib. = + 1,18 V. A figura 13.B permite observar os

picos Epz e Epsa com melhor nitidez. Todos os picos foram indicados na tabela 5.

Tabela 5: Correlagéo entre os Eps de HS e dos flavonoéides da tabela 4, estudados por
Rodrigues et al. (2019).
Extrato de HS versus

Flavonoides Pico2 Pico3 Pico4 Pico5 Pico6 Pico7

Hibiscus Sabdariffa 0,3 0,5 0,73 0,76 0,9 1,09 1,18
1 - Cloreto de Delfinidina 0,5 0,6 0,9
6 - Cloreto de Kuromanina 0,68 0,77 0,94 - - - -

7 - Cloreto de peonidina-3- 055 075 0.9 _

O-glicosideo
12 - Rutina 0,31 0,36 1,01 - — - -
13 - Resveratrol 0,21 0,52 0,88 1,04 - - -

17 - Cloreto de perlagodina 0,53 0,57 0,9 1,07 - — -
18 - Cloreto de peonidina 0,5 0,9 - - - — -

19 - Hesperidina 0,3 0,5 - -
Fonte: Rodrigues et al. (2019).

A grande quantidade de picos se deu pela presenca de variados antioxidantes no extrato
do hibisco, por ser uma amostra do tipo matriz complexa. Por comparagdo indireta com 0s
flavondides da tabela 4, constatou-se correlacdo entre 0s Eps do hibisco e de oito fendlicos,
como listados na tabela 5: cloreto de delfinidina, cloreto de kuromanin, cloreto de peonidina-3-
O-glicosideo, rutina, resveratrol, cloreto de perlagodina, cloreto de peonidina e hesperidina.

Dos quais, em estudos sobre o extrato de hibisco os autores Borrés-Linares et al. (2015)
constataram a presenca delfinidina, Wang et al. (2014) confirmaram rutina, ldham, Muhamad
e Sarmidi (2012) identificaram cloreto de kuromanina (cianidina -3- glicosideo), EI-Naeem,
Abdalla e Ahmed (2021) e Amoateng et al. (2017) identificaram cloreto de perlagodina e
resveratrol respectivamente em Hibisco. Apesar de néo terem sido encontrados estudos sobre a
presenca de peonidina e peonidina-3-glucosideo na forma de cloreto, Chaiyasut et al. (2016)
verificaram a auséncia de peonidina e de peonidina-3-glucosideo no HS.

Dentre esses flavondides, a flavanona glicosidea, hesperidina, encontrada em frutos
citricos se destacou pela excelente correlagéo de Eps. Sua estrutura e similar a da catequina, isto
é, dois aneis benzénicos A e B e um anel pirano C. Por outro lado, a hesperidina esta acoplada
a uma rutinose, dissacarideo composto de uma glicose e uma raminose, suas hidroxilas ocorrem

em posicdes diferentes daquelas da catequina, além disso ocorre um grupo metil ligado a
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oxigénio (metoxi) no anel B (figura 14) (GARG et al., 2001; RODRIGUES et al., 2019;
MOLDOVEANU, 2019; FERRAZ et al., 2020).

Figura 14 — Estrutura da hesperidina. R = Rutinose (Glicose + Raminose).
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Fonte: Autoria propria. OH O]

Né&o foram encontrados trabalhos que confirmem a presenca do flavonéide hesperidina
no célice do hibisco, como identificado aqui. Apenas Atta, Ahmed e Mohamed (2018)
identificaram hesperidina, porém, ndo no calice, mas no 6leo das sementes do fruto. O padrdo
voltamétrico esperado para flavonoides como a hesperidina € um pico de oxida¢do maior,
seguido de um pico menor. Essa sequéncia foi observada e € caracteristica da respectiva
oxidacdo dos anéis B e A (catecol e resorcinol), presentes na base estrutural dos flavonoides
(figura 14) (ENACHE E OLIVEIRA-BRETT, 2011).

As quatro principais antocianinas conhecidas no calice do hibisco sdo em maior
proporc¢do delfinidina-3-sambubidsido (D3S) e cianidina-3-sambubidsido (3S), e em menor
proporcdo delfinidina-3-glucésido e cianidina-3-glucésido. Das quais, 85% do total de
antocianidinas é a D3S, considerada a principal fonte de capacidade antioxidante do extrato
(FREITAS et al., 2013; IZQUIERDO-VEGA et al., 2020).

Ojulari, Lee e Nam (2019) apresentaram as estruturas dos principais compostos
bioativos do HS (1) acidos organicos: acido hidroxicitrico, acido hibistico, acido hibistico
dimetil éster, (2) antocianinas: delfinidina-3-sambubiosideo, cianidina-3-sambubiosideo,
cianidina-3,5-diglucosideo, delfinidina (3) flavondides: Hibiscetina-3-glicosideo, gossipitrina,
quercetina, luteolina e (4) &cidos fendlicos: Acido clorogénico, &cido protocatectico, acido

elagico, acido p-cumarico, acido felurico e acido cafeico, conforme a figura 15.
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Figura 15 — Estrutura dos principais compostos bioativos do Hibiscus sabdariffa L.
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Fonte: Adaptado de Ojulari, Lee e Nam (2019).

Por fim, Alara et al. (2020) identificaram 95 flavondides no célice do hibisco, usando
cromatografia liquida acoplada a espectrémetro de massas quadrupolo-tempo de voo (LC-Q-
TOF-MS em inglés). A presenca dos flavondides foi confirmada porque o erro de massa pela
técnica usada foi inferior a 5 ppm. Os autores destacaram, todavia, a necessidade de isolar e
investigar a contribui¢do individual de cada componente do hibisco para as industrias
alimenticia e farmacéutica. Dessa forma, as evidéncias experimentais e tedricas mostraram que

0 hibisco e rico em antioxidantes e em outros componentes quimicos (ALARA et al. 2020).

5.1.2 Pitaia

A pitaia foi analisada sob os mesmos parametros do hibisco e foi estimada a presenca

dos flavonoides: delfinidina, malvidina, catequina, () - galato de epigalocatequina, (-) -
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epicatequina, peonidina-3-o-glicosideo, 4&cido feldrico, quercetina-3-o-glucopiranosideo,
rutina, resveratrol, fisetina, quercetina, cloreto de perlagodina, cloreto de peonidina e
hesperidina. Todos os fendlicos da tabela 4 mostraram correlagéo de pelo menos um pico Ep
com a VPD da pitaia.

A voltametria da pitaia exibiu pelo menos cinco picos de oxidagéo: Epy, pit. = + 0,30 V;
Ep2, pit. =+ 0,47 V; Epa, pit. = + 0,56 V; Eps, pit. = + 0,66 € Eps, hib. = + 0,90 V, como mostrado pela
figura 16. Houve discreta correlacdo do extrato de pitaia com a catequina, devido a ocorréncia
de um pico muito pequeno em Ep = + 0,47 V, dentro da area do pico de catequina (Epz, cat= +
0,45 V); ndo houve ocorréncia de pico significatico proximo a Ep, cat=+ 0,81 V. Apesar disso,
a presenca de catequina tanto na polpa, quanto na casca da pitaia vermelha foi confirmanda

pelos autores Huang et al. (2021) e Putriningtyas et al. (2020), respectivamente.

Figura 16 — Comparacédo da VVPD de catequina (...) 10 uM com a VPD da pitaia (==) 50 mg/mL
em tamp&o HCL/KCI pH 2,2.
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Fonte: Autoria propria.

Ainda sobre a figura 16, observou-se baixo sinal de corrente para o extrato de pitaia,
quando comparado ao hibisco e ao padrdo catequina (da figura 13), embora os extratos
estivessem com a mesma concentracao, isto é, 50 mg/mL. Esse comportamento, revelou uma
atividade antioxidante total menor do extrato pitaia em relagdo ao extrato de hibisco. O sinal de
corrente deste ultimo foi consideravelmente alto, assim como o sinal da catequina (10 uM),

como ja discutido.
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Tabela 6: Correlacdo entre 0s Eps de pitaia e dos flavonoides da tabela 4.

PADRAO FLAVONOLICO Ep (V)
Picol Pico2 Pico3 Pico4
Pitaia 0,30 0,47 0,56 0,66 0,90

1 - Cloreto de Delfinidina 0,50 0,60 0,90 - -
2 - Cloreto de Malvidina 0,50 0,85 - - -

3 — Catequina 045 081 - - _
4 - (-)- Galato de

epigalocatequina 0,60 0,95 - - -
5 - (—)- Epicatequina 0,20 045 0,85 - -

6 - Cloreto de Kuromanina 0,68 0,77 0,94 - -
7 - Cloreto de peonidina-3- 055 075 0,90 3

O-glicosideo -
8 - Acido Fel(rico 0,45 0,69 0,75 - -
9 - Procianidina A2 0,70 0,95 - - -
10 - Hiperosideo 058 - - - -
11 - Qgercetipa—S—O— 057 — 3 3

glucopiranosideo : _
12 - Rutina 0,31 0,36 1,01 - -
13 - Resveratrol 0,21 0,52 0,88 1,04 -
14 - Fisetina 052 0,85 — - -
15 - Morina 0,25 045 - - -

16 - Quercetina diidratada 0,23 0,47 0,58 - -

17 - Cloreto de perlagodina 0,53 0,57 0,90 1,07 -

18 - Cloreto de peonidina 0,50 0,90 - - -

19 - Hesperidina 0,30 0,50 - - -
Fonte: Rodrigues et al. (2019).

A comparacdo indireta com os flavonoéides da tabela 4, permitiu estimar no extrato do
fruto, a presenca dos flavondides listados na tabela 6. Dos quais, em estudos sobre extrato de
pitaia vermelha, Huang et al. (2021) atestaram a presenca de catequina, quercetina,
epicatequina, galato de epigalocatequina, acido feldrico e rutina. Ravichandran et al. (2021)
confirmaram resveratrol nas formas 4-fenil resveratrol e fitoalexina resveratrol, em extrato a
base de acetona e etanol. Angonese et al. (2021) constataram a presenca de hesperidina na polpa
de pitaia vermelha com extragdo por metanol.

N&o foram encontrados estudos com cloreto de kuromanina, morina, hiperosideo e
nem com os cloretos de peonidina, delfinidina, malvidina e perlagodina, mas Chaiyasut et al.
(2016) comprovaram a presenca das formas peonidina 3-glucosideo, delfinidina 3-glucosideo
e malvidina 3-glucosideo; enquanto Saenjum, Pattananandecha e Nakagawa (2021)
confirmaram perlagodina 3-glicosideo. N&o foram encontrados estudos com procianidina A2,
mas Morais et al. (2019) confirmaram procianidina B1 e B2. Haroun, Khirstova e Covington
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(2013) confirmaram a auséncia de fisetina na pitaia em sistema de solvente acetona-propapol-
agua.

A pitaia vermelha conta com a presenca de pelo menos 11 &cidos fenolicos, 9
flavonoides, de 5 antocianinas, de acordo com Huang et al. (2021); além de fenilpropanoides e
betalainas, segundo Barkociova et al. (2021). Em um estudo genético entre pitaias brancas e
vermelhas, Xi et al. (2019) esclareceu que nas vermelhas a expressdo biosintética de
antocianinas, foi inferior a biosintese de betalainas e, que a biossintese de betalainas foi superior
nas pitaias vermelhas em comparacao com aquelas de polpa branca, mostrando que a cor rubra
da polpa se deve majoritariamente as betalinas e ndo as antocianinas.

A determinacdo analitica de compostos fendlicos em amostras vegerais € relevante ndo
somente para aplicacGes medicinais, mas é relevante também para (1) controle de qualidade em
amostras comerciaias por comparagdo com materiais de referéncia; (2) em tecnologia de
alimentos e (3) na analise da influéncia do processamento sobre a estabilidade dos compostos
fendlicos em matrizes vegetais (GRANATO et. al, 2018). A eletroquimica permitiu tanto
investigar o comportamento dos CFs, quanto estimar a composi¢do fendlica no extrato
metanolico dos frutos avaliados (GIL e COUTO, 2013).

5.1.3 Obtencéo do indice eletroquimico IE

O IE expressa a capacidade antioxidante total (CaT) in vitro de produtos naturais e foi
calculado a partir dos potenciais e correntes de pico E, e I, fornecidos pela VPD de cada
amostra, conforme a equagdo 1, IE = (Iy1/Ep1) + (Ip2/Epz) + ++* + (Ipn/Epn)- Os resultados
para as amostras de catequina, hibisco e pitaia foram respectivamente 33,97 pA/V; 18,35 +
0,11pA/V e 1,36 = 0,06 HA/V. Mostrando que a maior CaT foi para a catequina, seguida do
hibisco e a menor CaT foi para a pitaia.

A tabela 7 exibe os valores de Ep, I, e IE calculados e, um desvio menor que 10% para
os frutos. Dentre 0s trés, a catequina apresentou o maior valor de IE de 33,97 pA/V. Esse valor
foi superior ao IE de catequina encontrado por Rodrigues et al. (2019) IE = 0,206 nA/mV (10
pHM) em pH 2,2; e, superior ao valor encontrado por Gomes et al. (2015) IE = 4,001 pA/V (10
uM) em pH 1,9. Compostos fendlicos com boa capacidade antioxidante in vitro apresentam alta
corrente de pico em potenciais baixos Ep < +0.45 V (vs. Ag/AgCl), assim como observado para
a catequina neste trabalho (CHIORCEA-PAQUIM et al., 2020).
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Tabela 7: Dados experimentais de Ep e, Ip para a VPD dos extratos (50 mg/mL) de hibisco e
pitaia e do padrédo catequina (10 uM). Indice eletroquimico (IE) apresentado na Gltima coluna.

Amostra Ep (V) Ip (LA) IE (LA/V)
Catequina 045 0,81 - - - 14,7 099 - - - 33,97
Hibisco 030 050 090 1,10 1,18 021 830 043 047 012 1835+011
Pitaia 030 056 066 090 - 015 0,10 047 0,03 - 1,36 + 0,06

Fonte: Autoria propria.

O indice eletroquimico do hibisco foi de 18, 35 + 0,11 pA/V com um desvio de apenas
0,61% entre os valores da triplicata. De acordo com esse resultado, o hibisco apresentou alta
capacidade antioxidante, atingindo pouco mais da metade da CaT da catequina. O IE da pitaia
foi 1,36 + 0,06 com desvio menor que 5% da triplicata. De acordo com esse resultado, a
capacidade antioxidante da pitaia foi consideravelmente baixa.

O IE permite quantificar ndo compostos fenolicos separadamente, mas sim a
contribuicdo de todos os antioxidantes detectaveis na amostra. Portanto, sob as mesmas
condicBes experimentais e com base no indice eletroquimico, o Hibisco apresentou maior
capacidade antioxidante total in vitro em comparacdo com a pitaia vermelha e com o padrédo
catequina. Esses resultados permitem avaliar a qualidade dos frutos, mas por si s6 ndo permitem

tirar conclus0es sobre a atividade in vivo desses antioxidantes (GRANATO et al., 2018).

5.2 ANALISE DA ABSORBANCIA E OBTENCAO DO ECso

Esta segunda parte dos resultados descreve o perfil de absorbancia do DPPH+ na
auséncia e na presenca de trés concentracdes de extrato, assim como o perfil da média de
absorbancia do DPPHe para o hibisco e para a pitaia. Essa discussdo ocorreu com base nos
graficos obtidos. Por altimo, o ECsg foi calculado e o seu valor, discutido e comparado com o
IE dos dois frutos e da catequina.

5.2.1 Andlise do perfil de absorbancia por concentracéo de extrato

Métodos de estudo redox in vitro avaliam a transferéncia de um atomo de hidrogénio
(HAT), transferéncia de um Unico elétron (SET) ou transferéncia sequencial de elétron e préton
(SPLET). O ensaio de DPPHe abrange os trés mecanismos porque tanto um atomo quanto um
elétron recebido podem estabilizar a molécula de DPPHe« de forma sequencial ou ndo, como

elucidado por Angonese et al. (2021).
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No ensaio de DPPHe, observou-se que quanto maior a concentracdo do extrato, mais
acentuado foi o decaimento da absorbancia. Tratou-se de um perfil redox esperado, uma vez
qgue a maior concentracdo/qualidade de antioxidante gerou maior reducdo do radical livre
DPPHe- e consequente perda da coloracdo violeta. A variacdo colorimétrica - perda da cor

violeta - ocasionou a diminuicdo dos valores de absorbancia (HAQUE et al., 2021).

Figura 17 — Decaimento de absorbancia do radical livre DPPHe (40uM) na ausénciag (—e—) O
mg/mL e na presenca de extrato a diferentes concentragdes: (—e—) 50 mg/mL, (—e—) 30 mg/mL
e (—e—) 20 mg/mL no comprimento de onda 516 nm. A. Hibisco e B. Pitaia.
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Fonte: Autoria prépria.

As figuras 17 A e B mostram o decaimento das absorbancias de DPPH* na auséncia e
na presenca de trés concentracgdes de extratos de hibisco (17 A) e de pitaia (17 B). Essas figuras
evidenciaram que na auséncia de antioxidante (—e—) 0 mg/mL, ndo houve variacdo significativa
de absorbancia, durante o intervalo de ensaio; e que para os dois frutos, a tendéncia de
decaimento foi maior para (—e—) 50 mg/mL, média para (—e—) 30 mg/mL e sutilmente inferior
para (—e—) 20 mg/mL, evidenciando a dependéncia direta entre concentragdo da amostra e
inibicdo do DPPHe (SIRAG et al., 2014).

Ambos 0s extratos apresentaram cinetica similar com queda de absorbancia
ligeiramente maior nos primeiros cinco minutos; seguida de reagdo mais lenta entre 5 e 30
minutos, envolvendo a degradagdo dos produtos, até que o equilibrio fosse atingido (GOMES
et al., 2016). Flavonoides como hesperidina e rutina podem doar &tomos de hidrogénio e
elétrons desemparelhados (GULCIN et al., 2020).

A presenca de grupo catecol (anel B) e de grupo 4-oxo tem grande influéncia na
deslocalizacdo de elétrons; e a disposi¢do das hidroxilas ao longo da molécula determina a
habilidade sequestradora de radicais dos flavondides e, sua capacidade de atuar pelos
mecanismos SET, HAT e SPLET (GULCIN et al., 2020; ANGONESE et al., 2021).
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5.2.2 Célculo do eficiente de concentracéo ECso

O ECso representa a concentracdo de antioxidante in vitro necessaria para reduzir em
50% a concentra¢do de DPPHe inicial, através da transferéncia de elétrons do antioxidante para
o radical livre. O menor valor de ECsp indica a forte capacidade antioxidante da amostra, de
acordo com Harzallah et al. (2016) (GOMES et al, 2016).

Tabela 8: Dados do ensaio de DPPHe para a (+) — catequina.

Catequina

0 pM 10 uM 6 UM 4 uM
2,9x10°® 1,74x10° 1,16 x10°®

Tempo (min) 0 mg/mL mg/mL mg/mL mg/mL Meédia geom.
0 0,36 0,17 0,25 0,29 0,26
5 0,36 0,07 0,17 0,26 0,18
10 0,36 0,03 0,14 0,24 0,14
15 0,36 0,03 0,12 0,23 0,13
20 0,36 0,03 0,10 0,22 0,12
25 0,36 0,03 0,09 0,22 0,12
30 0,36 0,02 0,09 0,21 0,11

Média geom. - 0,04 0,13 0,24 -
Fonte: Autoria propria.

Os ensaios de DPPHe* para o hibisco e pitaia ocorreram em triplicata, totalizando seis
experimentos, em que foram usados 50, 30 e 20 mg/mL em concentracdo de extrato. Esses
resultados encontram-se registrados (tabelas 10 a 15) no apéndice B ao final deste trabalho,
conforme o0 modelo da tabela 8. A tabela 8 é referente ao padrdo (+) — catequina. Esses dados
foram a base para a construcdo dos graficos das figuras 17 A, 17 B; e, para o célculo do ECsqo.

A tabela 8 exibe os valores de absorbéncia coletados de 5 em 5 minutos sob
comprimento de onda 516 nm. Em que, foram usadas concentragdes 10, 6 e 4 uM (2,9x10°3;
1,74x10° e 1,16x10° mg/mL respectivamente) de catequina. A ultima coluna (a direita)
apresenta as medias geométricas de absorbancia nos tempos 0, 5, 10, 15, 20, 25 e 30 minutos;
a ultima linha mostra a média geométrica de cada concentracdo, esses valores foram usados

para o célculo do ECso.

Ay/2) * G
EC, = (Ao/ )= Ext (10)
Utilizou-se a equacdo 10 parao célculo‘%’o ECso; em que Ao é a absorbancia na auséncia

de antioxidante, Cg,; é a média das trés concentracdes de extrato 50, 30 e 20 mg/mL e A,

representa a media aritmética das médias geométricas de absorbancia em (50, 30 e 20 mg/mL),
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conforme indicado na linha inferior da tabela 8 (BRAND-WILLIAMS, CUVELIER e
BERSET, 1995; RODRIGUES, 2019).

Tabela 9: Valores dos ECsg obtidos para hibisco e pitaia por ensaio de DPPHe.
Amostras ECso (mg/mL)

Catequina 2,73x10°%
Hibisco 28,24 £ 2,07
Pitaia 29,69 £0,71

Fonte: autoria propria.

A tabela 9 apresentou os valores de ECso calculados para o hibisco, pitaia e (+) —
catequina. Comparando os trés valores de ECso, pode-se observar que a capacidade antioxidante
do hibisco foi superior aquela da pitaia, pois seu valor de ECso foi menor (ECso Hib. = 28,24 +
2,07 mg/mL) em comparacdo com o valor da pitaia (ECsopit. = 29,69 + 0,71 mg/mL). Sirag et
al. (2014) realizaram uma comparacéo entre IE e ECso do hibisco e (+) - catequina e obtiveram
0 mesmo padrao de resultado.

Enquanto, o IE dos frutos apresentou grande variagdo, 0 ECsg praticamente nao variou
de um fruto para o outro. Esse comportamento indicou que a sensibilidade pela técnica
eletrogquimica foi muito maior que aquela obtida por espectrofotometria. Assim, ficou
demostrada a excelente sensitividade da deteccdo eletroquimica e sua adequacao para detectar
os compostos fendlicos em extrato de frutos, assim como observado por Gomes et al. (2016).

O presente estudo, portanto, permitiu avaliar por ECsg a capacidade antioxidante dos
dois frutos e mostrou que (1) a maior capacidade antioxidante ocorreu para o hibisco e (2) que
a CaT da pitaia foi bem inferior. Por outro lado, o menor ECso da catequina esteve de acordo
com sua maior capacidade antioxidante; em concordancia, os frutos com maior IE exibiram o
menor ECso. Assim, 0s resultados espectrofotométricos, estiveram de acordo os resultados do
estudo eletroquimico por voltametria de pulso diferencial.
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6 CONCLUSAO

A técnica eletroquimica VPD e o ensaio espectrofotométrico de DPPHe permitiram
determinar, atraves do calculo de IE e do ECso, a capacidade antioxidante dos frutos vermelhos
hibisco e pitaia e do padrdo catequina. A analise dos voltamogramas permitiu ainda estimar e
sugerir com base na literatura a presenca da catequina e de outros flavonoides nas amostras de
fruto.

Obteve-se boa correlacdo entre os resultados de ECso e IE, que s@o valores
inversamente proporcionais, conforme Chiorcea-Paquim et al., (2020). Em ambos os métodos
a CaT do padrdo catequina foi superior a dos frutos. Enquanto, a comparacao entre os frutos
indicou: alta CaT para o hibisco, cujo IE foi maior e ECso, menor; e, baixa CaT para a pitaia,
cujo IE foi menor e ECsg, maior. Isso mostrou que a determinagéo do IE e ECso € uma alternativa
rapida, precisa e de baixo custo para avaliar a capacidade antioxidante total em amostras
vegetais.

Os métodos foram aplicados com sucesso na determinacdo da CaT e analise qualitativa
do conteudo flavonolico; e se mostraram precisos com erros inferiores a 8% e 5% para o DPPHe
e VPD, respectivamente. De acordo com Granato et al. (2018), seria apropriado incluir estudos
bioldgicos in vitro, digestdo simulada e/ou ensaios in vivo para concreta aplicacdo medicinal;
esses métodos, porém sdo mais caros. Todavia, os métodos usados mostraram efetividade na
analise in vitro da CaT de frutos, podendo ser aplicados em analise de rotina, Util para indUstria

alimenticia e para comercializacdo (GOMES et al., 2016).
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APENDICE A - CALCULOS DE CONCENTRACAO
Célculo da concentracao de extrato

Considerou-se para fins de calculo que a massa de fruto pesada tenha sido Mr = 10,00 g
e que o volume de extrato bruto obtido de Mr tenha sido Vesruto = 6,00 mL. Aplicou-se a equagao

3 para obtencdo do volume necessario de solucdo extratora SE (mL).

SE =4 .Vggruto (3)
SE 4.6,00 mL = 24,00 mL

O volume de solugé&o extratora SE foi somado ao volume de extrato bruto Vegruto por meio

da equacéo 4, obtendo-se o volume total Vrotal.

Vrotat = Veruto + SE (4)
Vrotar = 6,00 mL + 24,00 mL
Viotar = 30,00 mL

A seguir, empregou-se a equacao 5 para calcular a concentragéo do extrato, Cext (mg/mL).

M . 1000

Coyp = —————— )
Ext VTotal
_ 10,00 g. 1000
Ext — 30 mL
mg
Cgxt = 333,33 L

Portanto, 333,33 mg/mL seria a concentracao de extrato obtida, considerando 10,00 g de
fruto e 6,00 mL de liquido extraido. Esses numeros sdo hipotéticos, usados apenas para

demonstracdo dos célculos. Os valores reais variam e devem ser calculados a cada experimento.

Diluicéo do extrato na célula eletroquimica

A célula eletroquimica empregou V .¢juia = 15,00 mL de volume total, composto pelas

parcelas de extrato e de eletrolito suporte. A concentragdo de extrato na célula foi de C.¢py10 =
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50,00 mg/mL. O volume de extrato, Vext, necessario para atingir essa dilui¢do foi calculado pela
equacéo 6.
Cext - Vext = Ccétuta - Veatuta (6)
333,3mg/mL. Vg, = 50,00 mg/mL .15,00 mL

_ 50,00 mg/mL. 15,00 mL
Ext ™ 333,3 mg/mlL

O volume de eletrolito suporte, Ves, necessario para completar 15 mL foi obtido por

diferenca de volumes, conforme a equacéo 7.

Ves = Vesiuia — Vexe @)
Vgs = 15,00 mL — 2,25 mL
VES = 12,75 mL

Diluicdo do extrato na cubeta espectrofotométrica

Seguiu-se 0 mesmo procedimento da primeira secdo deste apéndice “Célculo da
concentracao de extrato”. Logo depois, efetuou-se a dilui¢cdo do extrato original em metanol
para obter-se de um extrato padréo com 300,00 mg/mL.

A cubeta espectrofotométrica comportou 3 mL de volume total, soma das parcelas de
solu¢ao DPPH* (40 uM) e de extrato ou metanol. A concentracdo de extrato empregada na
célula eletroquimica foi de 0, 50, 30 e 20 mg/mL. Usou-se novamente a equacao da diluicdo

(equacdo 8) para esses calculos.

Cl.V]_ - Cz.Vz (8)



APENDICE B - DADOS DOS ENSAIOS DE DPPH PARA OS FRUTOS

Dados da triplicata de Pitaia

Tabela 10: Dados do primeiro ensaio de DPPHe para a pitaia.

Tempo (min)  C=0mg/ml C=50mg/ml C=30mg/ml C=20mg/ml Média geom.

0 0,39 0,66 0,51 0,46 0,49
5 0,37 0,42 0,33 0,31 0,35
10 0,37 0,30 0,24 0,23 0,28
15 0,37 0,25 0,19 0,19 0,24
20 0,37 0,20 0,15 0,16 0,21
25 0,37 0,17 0,13 0,14 0,19
30 0,36 0,15 0,12 0,13 0,17
Média geom. - 0,27 0,21 0,21 -

Tabela 11: Dados do segundo ensaio de DPPHe para a pitaia.
Pitaia 2° analise

Tempo (min)  C=0mg/ml C=50mg/ml C=30mg/ml C=20mg/ml Média geom.

0 0,33 0,50 0,41 0,40 0,40
5 0,33 0,32 0,27 0,27 0,29
10 0,32 0,23 0,20 0,21 0,23
15 0,32 0,18 0,15 0,17 0,20
20 0,32 0,15 0,13 0,14 0,17
25 0,33 0,13 0,11 0,12 0,15
30 0,33 0,12 0,10 0,11 0,14
Média geom. - 0,20 0,17 0,18 -

Tabela 12: Dados do terceiro ensaio de DPPHe para a pitaia.

Tempo (min)  C=0mg/ml C=50mg/ml C=30mg/ml C=20mg/ml Média geom.

0 0,35 0,54 0,40 0,41 0,42
5 0,35 0,39 0,32 0,30 0,34
10 0,35 0,30 0,23 0,23 0,27
15 0,35 0,24 0,19 0,19 0,23
20 0,35 0,20 0,16 0,16 0,20
25 0,35 0,18 0,14 0,14 0,19
30 0,35 0,15 0,12 0,12 0,17

Média geom. - 0,26 0,20 0,20 -



Dados da triplicata de Hibisco

Tabela 13: Dados do primeiro ensaio de DPPHe para o hibisco.

Tempo (min) O0mg/mL  50mg/mL 30 mg/mL 20 mg/mL Média geom.

0 0,38 0,59 0,43 0,4 0,44
5 0,38 0,41 0,32 0,3 0,35
10 0,38 0,33 0,25 0,25 0,3
15 0,38 0,26 0,21 0,21 0,26
20 0,38 0,22 0,18 0,18 0,23
25 0,38 0,2 0,16 0,16 0,21
30 0,38 0,17 0,14 0,15 0,19
Média geom. - 0,29 0,22 0,22 -

Tabela 14 :Dados do segundo ensaio de DPPHe para o hibisco.
Hibisco 2° Ensaio

Tempo (min)  O0mg/mL  50mg/mL 30 mg/mL 20 mg/mL  Média geom.

0 0,46 0,49 0,44 0,44 0,45
5 0,45 0,33 0,33 0,34 0,36
10 0,45 0,24 0,27 0,29 0,3
15 0,44 0,2 0,23 0,26 0,27
20 0,44 0,15 0,2 0,23 0,24
25 0,44 0,13 0,18 0,21 0,22
30 0,44 0,12 0,16 0,2 0,2
Média geom. - 0,21 0,24 0,27 -

Tabela 15: Dados do terceiro ensaio de DPPHe para o hibisco.
Hibisco 3° Ensaio

Tempo (min) O0mg/mL 50mg/mL 30 mg/mL 20 mg/mL Média geom.

0 0,3 0,39 0,35 0,34 0,35
5 0,3 0,29 0,27 0,27 0,28
10 0,3 0,23 0,22 0,22 0,24
15 0,3 0,19 0,18 0,19 0,21
20 0,3 0,17 0,16 0,16 0,19
25 0,3 0,15 0,14 0,15 0,17
30 0,3 0,13 0,13 0,13 0,16

Média geom. - 0,21 0,2 0,2 -



